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Mikrogliazellen werden als Makrophagen des Gehirns definiert. Während der fetalen 
Entwicklung wandern sie mit dem Blutstrom in das Gehirn ein und differenzieren zu 
adulten Zellen. Mikroglia unterscheiden sich von den im Körper zirkulierenden 
Makrophagen, zeigen jedoch ähnliche Reaktionsmuster und Oberflächenrezeptoren. 
Störungen der Homeostase im Gehirn können eine Aktivierung der Mikroglia 
induzieren, die eine Vielzahl zellulärer Schlüsselfunktionen einschließt. Aktivierte 
Mikroglia sind in der Lage, in geschädigte Regionen zu migrieren, mittels 
Phagozytose pathogene Mikroorganismen und nekrotische Neuronen zu eliminieren 
und Zytokine zu sezernieren. Die Aktivierung der Mikroglia kann zu regenerativen 
und degenerativen Prozessen im Gehirn beitragen. 
Ein wichtiger Mediator immunologischer und inflammatorischer Reaktionen ist 
Phosphoinositid 3-Kinase  (PI3K). Das Signalprotein generiert über seine 
Lipidkinasefunktion Phosphatidylinositol 3,4,5-Trisphosphat (PtdIns(3,4,5)P3), 
welches als Botenstoff immunologische Schlüsselfunktionen steuert. Unabhängig von 
dieser enzymatischen Aktivität fungiert PI3K zusätzlich als Gerüstprotein, welches 
mit anderen Proteinen Komplexe bilden kann. Untersuchungen der letzten Jahre 
belegen zunehmend regulatorische Funktionen von PI3K außerhalb des 
Immunsystems. So konnte das Signalprotein in Zellen des zentralen Nervensystems, 
wie Neuronen und Mikroglia nachgewiesen werden (Jin et al., 2010, König et al., 
2010). Die regulatorischen Funktionen von PI3K in diesen Zellen sind jedoch 
weitgehend unbekannt. 
Die vorliegende Arbeit ist ein erster Beitrag zum Verständnis der Signalfunktion von 
PI3K in Mikroglia in vitro und in vivo. Das Funktionsmuster des Signalproteins wurde 
in isolierten Mikrogliazellen und in Mausmodellen der Krankheitsbilder, septische 
Enzephalopathie und Schlaganfall, untersucht. 
Die Aktivierung der Mikroglia wurde in in vitro-Untersuchungen durch 
Lipopolysaccharid (LPS) oder Adenosintriphosphat (ATP) induziert. Diese 
Substanzen imitieren bakterielle Infektionen oder Trauma. Zur Bestimmung der 
regulatorischen Funktionen von PI3K wurden primäre Mikrogliazellen aus Wildtyp 
und PI3K-defizienten (knockout-KO) Mäusen isoliert. Mikrogliazellen, die eine 
Lipidkinase-defekte Mutante (knockin-KD) von PI3K exprimieren, wurden in die 
vergleichenden Analysen einbezogen. 
KURZFASSUNG 
II 
Die Induktion einer Aktivierungsreaktion der Mikroglia durch die 
Entzündungsmediatoren LPS oder ATP führte zu einer deutlichen Änderung der 
Morphologie der Zellen. Depletion oder pharmakologische Hemmung von PI3K 
bewirkte eine deutliche Inhibition der Phagozytoserate und Proliferation. Die Rolle 
der Lipidkinaseaktivität des Signalproteins wurde mit Hilfe der  
PI3K knockin Mutante untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Phagozytose 
in Mikrogliazellen ein Lipidkinase-unabhängiger Prozess ist und über die 
Gerüstfunktion des Signalproteins gesteuert wird. Die Interaktion der PI3K mit  
Phosphodiesterase 3B führt zur Hydrolyse von cAMP und damit zur Aufhebung eines 
bekannten Hemmeffekts dieses Botenstoffs auf die Phagozytosefunktion. 
In weiteren bisher nicht veröffentlichten Experimenten an isolierten Mikroglia konnte 
eine Lipidkinase-abhängige Regulation der durch LPS oder ATP-induzierten 
Proliferation nachgewiesen werden. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) fungieren 
dabei als Botenstoffe. Niedrige Dosen von LPS oder ATP bewirken aktivierende 
Effekte auf die Proliferation der Mikrogliazellen, während hohe Dosen diese 
Zellfunktion hemmen. Dieser "hormetische" Effekt der beiden 
Entzündungsmediatoren, konnte in Wildtyp Mikroglia beobachtet werden und wird 
durch PI3K reguliert. 
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die spezifischen Funktionen von PI3K in 
Mausmodellen der septischen Enzephalopathie und des Schlaganfalls näher 
untersucht. Die Experimente identifizierten PI3K als protektiven Mediator in der 
Pathogenese dieser Erkrankungen. Im Modell der septischen Enzephalopathie zeigte 
sich, dass PI3K Lipidkinase-unabhängig über die Hemmung des cAMP-Spiegels die 
Aktivität der Matrixmetalloprotease 9 (MMP9) kontrolliert. Matrixmetalloproteasen 
sind proteolytische Enzyme, die zu Störungen der Blut-Hirn-Schranke (BBB) führen 
können. Auch im Schlaganfall-Modell zeigte sich eine protektive Wirkung des 
Signalproteins. In PI3K-defizienten Mäusen wurde eine Vergrößerung des 
Infarktvolumens im Gehirn nachgewiesen. 
Die genannten in vitro und in vivo-Untersuchungen belegen eine Schlüsselfunktion 
von PI3K bei der Kontrolle von Mikrogliafunktionen. Wegen der großen Bedeutung 
von Mikrogliazellen in entzündlichen Erkrankungen des Nervensystems sind diese 





Microglial cells represent the macrophages of the brain. During fetal development 
precursor cells invade into the brain and differentiate to adult microglia cells. 
Microglial cells differ from circulating macrophages, but they exhibit similar surface 
receptors and reaction patterns. Disturbances of the homeostasis in the brain lead to 
the activation of microglia and induction of various cellular key functions. Activated 
microglial cells are able to migrate into damaged regions, eliminate pathological 
microorganisms and necrotic neurons by phagocytosis and secrete pro- and anti-
inflammatory cytokines. Activation of microglial cells could be a part of regenerative 
and degenerative processes in the brain. 
An important mediator of immunological and inflammatory reactions is 
Phosphoinositide 3-kinase  (PI3K). The signaling protein generates via its lipid 
kinase activity PtdIns(3,4,5)P3 as a second messenger which controls many 
immunological key functions. Independent of its enzymatic activity PI3K acts as a 
scaffold protein which forms complexes with other proteins. Investigations in the last 
years occupy more and more a regulatory function of PI3K outside of the immune 
system. Detection of the signaling protein in neuronal cells and microglial cells (Jin et 
al., 2010, König et al., 2010) assumes that it might be involved in many neurologial 
disorders. Until now the regulatory function of PI3K in these cells is largely unknown. 
The present thesis is a first contribution to understand the signaling function of PI3K 
in microglial cell in vitro and in vivo. Functional pattern of PI3K was investigated on 
isolated microglia cells and mouse models of septic encephalopathy and stroke. 
Pharmacological and genetic inhibition of PI3K was used to analyze the specific 
function of the signaling protein in these models.  
For in vitro investigations the activation of the cells was induced by 
Lipopolysaccharide (LPS) and Adenosintriphosphate (ATP). These compounds 
mimic bacterial infection or trauma. To analyze the regulatory function of PI3K 
primary microglia from wild type and PI3K-deficient (knockout) mice were isolated. 
In addition microglial cells from transgenic mice, which lack the lipidkinase activity 
(knockin) of PI3K were involved. 
Treatment of microglia with inflammatory mediators LPS or ATP leads to a distinct 




pharmacological inhibition of PI3K affects phagocytosis and proliferation of the cells. 
The role of lipidkinase activity of the signaling protein was investigated by using the 
PI3K-knockin mutant. We could show, that the phagocytotic activity of microglial 
cells is controlled in a lipidkinase independent way via the scaffold protein function of 
PI3K. Interaction of PI3K with Phosphodiesterase 3B (PDE3B) promotes the 
hydrolysis of cAMP and the abolishment of a known inhibitory effect of this second 
messenger on the phagocytotic activity. 
Additional unpublished investigations on primary microglia stimulated with LPS or 
ATP revealed a lipidkinase dependent regulation of proliferative capacities. Induction 
of ROS production after LPS/ATP describes its important function as second 
messenger. Low doses of LPS and ATP show a beneficial effect on proliferation of 
microglia, whereas high concentrations inhibit this cell function. The hormetic effect of 
both inflammatory mediators could be shown in wild type microglia controlled by 
PI3K. 
The second part of the thesis focuses on specific functions of PI3K in mouse models 
of septic encephalopathy (SE) and stroke. Different investigations identified PI3K as 
protective mediator in the pathogenesis of these diseases. The in vivo model of 
septic encephalopathy showed that inhibition of cAMP controls activation of 
matrixmetalloprotease 9 (MMP9) in a PI3K lipidkinase independent function. MMP 
are proteolytic enzymes which can lead to blood brain barrier damage. In stroke 
model we could also show protective effects of the signaling protein. PI3K deficient 
mice exhibit an increased infarct volume. 
Our in vitro and in vivo investigations occupy a key function of PI3K in the control of 
microglia functions. Because of the importance of microglia during inflammatory 
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Das Zentralnervensystem (ZNS) dient zur Verarbeitung, Weiterleitung und 
Übersetzung sensorischer Signale in motorische Informationen, die an Muskeln und 
Gewebe übertragen werden. Die hierbei ablaufenden Reaktionen werden 
zellspezifisch gesteuert (1).  
Innerhalb des ZNS erfolgt die Unterscheidung von zwei Zellarten: Neuronen 
und Gliazellen. Gliazellen erfüllen eine schützende und Homeostase-
aufrechterhaltende Rolle innerhalb des Gehirns (Bascobert, 2005). Sie werden in 
Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia unterteilt. Sie unterscheiden sich deutlich 
in Morphologie und Funktion. Während Astrozyten für Aufnahme, Degradation und 
Sekretion von Neurotransmittern, Regulation der Osmolarität und den Aufbau der 
Blut-Hirn-Schranke (BBB) verantwortlich sind; spielen Oligodendrozyten eine 
wichtige Rolle in der Produktion von Myelin (McTigue and Tripathi, 2008, Seth and 
Koul, 2008). Mikrogliazellen gelten als Immunzellen des ZNS. Sie sind verantwortlich 
für die Überwachung und Strukturierung des neuronalen Umfelds im gesunden oder 
geschädigten Gehirn (Peters and Connor, 2014). 
1.1 Mikrogliazellen – Immunzellen des Zentralen Nervensystems (ZNS) 
1.1.1 Entwicklung, Differenzierung und Verteilung 
Aufgrund der Blut-Hirn-Schranke (BBB) ist das ZNS für mikrobielle oder andere 
invasive Krankheitserreger nicht zugänglich. Störungen der BBB können dazu 
führen, dass Pathogene eindringen und Infektionen auslösen. Die Elimination von 
Pathogenen erfolgt durch Mikrogliazellen, die auch als „Makrophagen des Gehirns“ 
bezeichnet werden. Sie sind fähig, Immunreaktionen zu induzieren und 
Krankheitserregern entgegen zu wirken (Kettenmann et al., 2011, Saijo and Glass, 
2011, Dando et al., 2014). Als immunkompetente Zellen des Gehirns unterscheiden 
sie sich in Ursprung, Morphologie und Funktion von Astrozyten und 
Oligodendrozyten (Ransohoff and Perry, 2009, Kettenmann et al., 2011). Beide 
Zellarten sind neuroektodermaler Abstammung, wohingegen der exakte Ursprung 
der Mikrogliazellen bisher nicht eindeutig belegt werden konnte (Vilhardt, 2005). 
Zum Einen wird die These unterstützt, dass Mikroglia von mesodermalen 
Zellen abstammen: Studien im embryonalen Gehirn von Mäusen zeigten, dass 
Vorläuferzellen im Dottersack, die später in mesenchymalem Gewebe auftreten, mit 
dem Neuroepithelium assoziieren, ins ZNS einwandern und dort zu Mikroglia 
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differenzieren (Kaur et al., 2001, Chan et al., 2007). Im Gegensatz dazu wurde auch 
gezeigt, dass Mikroglia durch primitive Haematopoese im Dottersack aus 
monozytären Vorläuferzellen entstehen. Diese werden passiv mit Hilfe des 
Blutstroms während der frühen Embryonalentwicklung ins ZNS transportiert. 
(Ginhoux et al., 2010, Schulz et al., 2012, Kierdorf and Prinz, 2013). Nach wie vor 
gibt es keine manifestierte wissenschaftliche Aussage über die Entstehung dieser 
makrophagenähnlichen Zellen. Im Allgemeinen erfolgt die Entwicklung und 
Differenzierung der Mikroglia während der frühen embryonalen und fetalen 
Entwicklung im Stadium E9,5-E10 (Abb. 1) (Saijo and Glass, 2011). 
Erste Vorläuferzellen migrieren bereits vor der Bildung der BBB in das fetale 
Gehirn und haben hohe proliferative Eigenschaften (Ling and Wong, 1993, Saijo and 
Glass, 2011, Katsumoto et al., 2014). Als undifferenzierte Zellen migrieren sie über 
die Meningen in das Hirnparenchym ein oder gelangen über Ventrikel und 
Blutgefäße in definierte Gehirnareale. Während dieser frühen fetalen 
Gehirnentwicklung ist die BBB noch passierbar und erleichtert den Vorläufer-
Mikroglia den Eintritt ins ZNS. Nach Erreichen ihres Zielortes verändern die 
amöboiden, fetalen Mikrogliazellen ihre Morphologie und werden allmählich zu 
ramifizierten, überwachenden Mikroglia (surveying). Nach Schließung der BBB ist die 
Einwanderung der Vorläufer-Mikroglia beendet (Abb. 1). Sie sind von den im Körper 
zirkulierenden Monozyten abgegrenzt und werden als eigene 
Makrophagenpopulation im ZNS definiert (Navascues et al., 2000, Vilhardt, 2005, 
Corraliza, 2014, Katsumoto et al., 2014). 
Abbildung 1 - Ontogenetische Entwicklung der Mikrogliazellen 
Monozytäre Vorläuferzellen migrieren während der fetalen Entwicklung aus dem Dottersack (yolk sac) 
zwischen E8,5 und E9,5 mit Hilfe des Blutstroms in das Gehirn ein. Differenzierung und Proliferation 
der Vorläuferzellen erfordert die Bildung von CSF-1 (colony stimulating factor 1). Nach der 
Einwanderung exprimieren sie makrophagen-typische Oberflächenmarker, wie F4/80, CD11b und 
CD14. Mit der Schließung der Blut-Hirn-Schranke an E10,5 liegen vollständig differenzierte 
Mikrogliazellen vor, die als eigenständige Makrophagenpopulation des Gehirns fungieren (Abbildung 




Der Nachweis charakteristischer Oberflächenrezeptoren (CD11b, CD14 und F4/80), 
welche auch makrophagen-assoziiert sind, zeigt die enge Verwandtschaft und 
begründet ihre Funktion als „Makrophagen des Gehirns“ (Kettenmann et al., 2011). 
Mikrogliazellen gelten als hochspezialisierte Zellen im ZNS, die in eine Vielzahl 
essentieller Prozesse zur Entwicklung des fetalen Gehirns steuern, aber auch 
postnatal zur Elimination von Pathogenen nach Infektion, Trauma oder 
neurodegenerativen Erkrankungen eine übergeordnete Rolle einnehmen (Streit and 
Xue, 2009). 
Verteilung und Morphologie der Mikrogliazellen hängt von ihrer Lokalisation im 
Gehirn ab. Immunzytochemische Färbungen zeigten einen Anteil von 5% mikroglialer 
Zellen im Cortex, als auch im Corpus Callosum. Wohingegen die Substantia Nigra 
bis zu 12% aufwies. Unterschiede in Lokalisation und Zelldichte scheinen mit 
funktionellen Besonderheiten, u.a. der Expression verschiedener Rezeptoren 
zusammenzuhängen (Olah et al., 2011). Im Allgemeinen wird angenommen, dass 
Mikrogliazellen ca. 15% der Gesamtzellpopulation im Gehirn definieren und sie mit 
Astrozyten, Oligodendrozyten und Neuronen ein dichtes Netzwerk bilden (Lawson et 
al., 1990). Sie gelten als wichtigste zelluläre Regulatoren der Immunantwort im 
Gehirn (Czeh et al., 2011) und können sich aufgrund ihres heterogenen 
Lebenszyklus an pathologische Schädigungsprozesse anpassen. Sie wirken als 
aktive Sensoren, die bei Veränderung oder Schädigung befähigt sind, Reaktionen zu 
induzieren, die die Homeostase im Hirnparenchym wiederherstellen (Hanisch and 
Kettenmann, 2007). 
Während im embryonalen Gehirn Mikrogliazellen eine amoeboide Form 
zeigen, können sie im Adulten zwischen verschiedenen Aktivierungsstadien 
umschalten und sich somit an ihre Umgebung anpassen (Gomez-Nicola and Perry, 
2014). Die ramifizierten, überwachenden Mikroglia zeichnen sich durch ihr kleines 
Zellsoma und die langen, verzweigten Ausläufer aus, welche kontinuierlich das 
neuronale Umfeld prüfen (Hanisch and Kettenmann, 2007, Catalin et al., 2013). 
Sobald Störungen im Hirnparenchym wahrgenommen werden, ändern die 
überwachenden Mikroglia ihre Morphologie und gehen in einen aktivierten Zustand 
über. Diese Aktivierung führt zum Anschalten verschiedener Verteidigungs- und 
Schutzmechanismen, zur Expression essentieller Oberflächenmoleküle und zur 
Bildung neurotropher, immunmodulatorischer Substanzen, wie BDNF, NGF und 
GDNF (Neumann et al., 2009, Gertig and Hanisch, 2014). 
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In den nächsten Abschnitten dieser Arbeit werden die unterschiedlichen 
morphologischen Phänotypen und explizite Funktionen im fetalen und adulten Gehirn 
näher beschrieben. 
1.1.2 Funktionen im fetalen Gehirn 
Die amoeboiden, naszenten Mikroglia kommen ubiquitär, im sich entwickelnden 
fetalen Gehirn vor und gelten als Vorläufer der ramifizierten Mikroglia (Rock et al., 
2004) (Tab.1). Sie persistieren bis Entwicklungstag E14 als Einzelzellen oder 
Zellansammlungen in den Myelinbahnen der weißen Substanz. Diese Vorläufer-
Mikroglia zeigen keine konstante Verteilung im Hirnparenchym und sind nur teilweise 
mit Neuronen oder Blutgefäßen assoziiert (Saijo and Glass, 2011). Amoeboide 
Mikroglia werden als multifunktionelle Immunzellen des sich entwickelnden ZNS 
beschrieben (Kaur et al., 2007). Sie besitzen die Eigenschaft Zellbruchstücke, die 
eine physiologische Entwicklung des ZNS hemmen würde, zu entfernen und nehmen 
eine makrophagen-assoziierte Funktion ein (Thomas, 1992, Ling and Wong, 1993). 
Damit fungieren sie als schützende Barriere gegen eindringende Pathogene. 
Bestätigt wurde diese essentielle Funktion durch den Nachweis hydrolytischer 
Enzyme (Esterasen), die Aktivierung von Oberflächenrezeptoren (ED1) und 
Antigenen (CR3, MHCII), welche auch in Makrophagen existieren (Stoll and Jander, 
1999, Saijo and Glass, 2011). 
Die phagozytotische Aktivität fetaler Mikroglia unterstützt den Ablauf 
natürlicher Degenerations- und Regenerationsprozesse während der Entwicklung 
des ZNS (Nakajima and Kohsaka, 2001) (Tab. 1). Innerhalb der Regulation zur 
Gehirnentwicklung und des Gedächtnisses spielen sie eine übergeordnete Rolle, 
indem sie aktiv synaptisches Material aufnehmen (synaptic pruning), um Integrität 
und Effizienz neuronaler Strukturen zu erhöhen und zu verbessern  
(Paolicelli et al., 2011). Amoeboide, fetale Mikroglia gelten außerdem als potentielle 
Promotoren für das Wachstum von Axonen, Nervenzellen und Gliazellen (Vilhardt, 
2005). Mit zunehmender Entwicklung des Nervensystems und Schließung der BBB, 
erfolgt die Umwandlung der amoeboiden Mikroglia in die ramifizierte, überwachende 




1.1.3 Funktionen im adulten Gehirn  
Die Schließung der BBB führt zur Transformation amoeboider zu adulten, 
ramifizierten Mikrogliazellen, die sich in Morphologie und Funktion deutlich von 
fetalen Mikroglia unterscheiden. Sie bilden lange Ausläufer aus, um direkte Zell-Zell-
Interaktionen mit Neuronen und anderen Gliazellen eingehen zu können und 
besitzen einen kleinen Zellkern, mit wenig Zytoplasma (Nimmerjahn et al., 2005, 
Hanisch and Kettenmann, 2007) (Tab. 1). Ramifizierte Mikroglia zeigen eine geringe, 
aber konstitutive Expression von Oberflächenmolekülen (MHCI und II, Fc-
Rezeptoren) und eine niedrige Stoffwechselaktivität, was ihre verminderte 
migratorische, proliferative und phagozytotische Aktivität erklärt (Aloisi, 2001, 
Kettenmann et al., 2011) (Tab. 1). Daher wurden sie fälschlich als “resting“ (ruhende) 
Zellen bezeichnet. Entgegen dieser Annahme, handelt es sich jedoch um 
höchstsensible, konstitutiv-aktive Zellen, die mit Hilfe ihrer langen Ausläufer das 
neuronale Umfeld abtasten und auf Störungen der Homeostase, Infektionen, akute 
oder chronische Schädigungen direkt reagieren. Daher werden sie als „Surveying“ – 
„überwachende Mikroglia“ definiert und nehmen eine housekeeping Funktion im ZNS 
ein (Hanisch and Kettenmann, 2007, Eggen et al., 2013, Nayak et al., 2014). 
Unter nicht-pathologischen Bedingungen konnte im Mausmodell bewiesen 
werden, dass die Fortsätze überwachender, mikroglialer Zellen kontinuierlich in 
Bewegung sind und in engem Kontakt mit dem neuronalen Umfeld stehen 
(Nimmerjahn et al., 2005). Diese Beobachtungen zeigten, dass die Verzweigungen 
der Zellen möglicherweise, die sich am schnellsten bewegenden, zellulären 
Strukturen überhaupt sind. Mit einer Geschwindigkeit von 1-3 µm/min können sie 
verlängert oder wieder verkürzt werden, was die Motilität der Mikroglia im gesunden, 
intakten Gehirn beweist und die Aussage einer ruhender Zelle widerlegt (Davalos et 
al., 2005). Die Regulation erfolgt über die GABA- oder Glutamat- abhängige 
Mechanismen, die von Neuronen induziert werden. Außerdem konnte gezeigt 
werden, dass die Motilität über purinerge Signalkaskaden mittels ATP gesteuert wird. 
ATP wird abhängig vom Ausmaß der Schädigung, von Neuronen freigesetzt und 
wirkt konzentrationsabhängig auf die Beweglichkeit der Mikroglia-Ausläufer. Niedrige 
extrazelluläre Konzentrationen führen zu verminderter Beweglichkeit, wohingegen 




Unter pathologischen Konditionen registrieren surveying Mikroglia über zahlreiche 
Oberflächenrezeptoren (PRR) minimale Störungen als "Gefahren-Signale" im 
neuronalen Umfeld. Sobald die Homeostase außer Balance ist, induzieren sie einen 
Aktivierungsprozess. Dieser geht mit einer dramatischen morphologischen 
Veränderung, genetischen Umbauvorgängen, als auch der Induktion der adaptiven 
Immunantwort einher (Streit, 2002, Nimmerjahn et al., 2005, Vilhardt, 2005). Die 
Migration zum Infektionsherd, als auch eine induzierte Proliferation (microgliosis), 
Phagozytose und der Anstieg inflammatorischer Mediatoren (Zytokine, Chemokine) 
charakterisieren aktivierte Mikroglia. Zusätzlich exprimieren sie eine Vielzahl 
essentieller Oberflächenmoleküle, wie CD11b, CD14, MHC, Toll-like Rezeptoren 
(TLR) sowie Chemokin-und Zytokinrezeptoren (Rock et al., 2004, Takeuchi, 2010) 
(Tab 1). 
Morphologisch zeichnen sie sich durch kurze, verdickte Ausläufer und eine 
deutlich abgerundete Form aus (Nakajima and Kohsaka, 2001). Ihre Funktionalität 
wird durch physiologischen Kontakt mit geschädigten Neuronen oder deren 
Sekretion von Neurotransmittern, Peptiden oder Wachstumsfaktoren wie GABA, 
Glutamat, Catecholaminen oder Fraktalkinen induziert, die an Rezeptoren der 
Mikroglia binden und zur Aktivierung führen (Bessis et al., 2007). Im aktivierten 
Zustand regulieren sie u. a. die zelluläre Homeostase, das Überleben von Neuronen 
und aktivieren über TLR die angeborene Immunantwort (Streit, 2002, Jack et al., 
2005). 
Zusätzlich zum synaptic pruning, welches während der Embryonalentwicklung 
beschrieben wird, können aktivierte, adulte Mikroglia dysfunktionelle Synapsen im 
Ganzen entfernen (synaptic stripping). Auch die Sekretion neurotropher Faktoren, 
wie NGF und BDNF, führt hierbei zusätzlich zur Regeneration neuronaler Strukturen. 
Dieser als Synaptogenese bezeichnete Vorgang, gilt als Grundlage für die 
lebenslange Plastizität des Gehirns (Bessis et al., 2007). Beweise für die essentielle 
Funktion von Mikroglia-produziertem BDNF in Lernprozessen und der Ausbildung 
des Gedächtnisses zeigte die Arbeit von Parkhurst et al. Ihre in vivo Experimente 
belegten, dass die Depletion von Mikrogliazellen im adulten Mäusegehirn zu 
reduzierter BDNF-Produktion führt und diese Mäuse Defizite im Lernen, als auch in 
ihren motorischen Fähigkeiten aufwiesen (Parkhurst et al., 2013). 
Andere Arbeiten zeigten außerdem, dass aktivierte mikrogliale Zellen eine 
übergeordnete Funktion in der Neurogenese im adulten Gehirn einnehmen.  
In Verbindung mit T-Lymphozyten unterstützen sie die Proliferation neuronaler 
Stammzellen und damit die Bildung neuer Nervenzellen innerhalb der 
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hippocampalen Neurogenese. Diese ist zusätzlich eng verknüpft mit der Steuerung 
von Lernprozessen (Ziv et al., 2006).  
Die Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine durch aktivierte Mikroglia dient 
zusätzlich zur Wundheilung, der Wiederherstellung von Gewebe und der 
Regeneration von Neuronen im adulten Gehirn (Nakajima and Kohsaka, 2001, 
Boche et al., 2013). 
Pathologische Ereignisse im ZNS führen zur Morphologieänderung 
mikroglialer Zellen und zur Induktion Makrophagen-assoziierter Funktionen, wie 
Migration, Proliferation, Phagozytose und Zytokinsekretion. Durch die Freisetzung 
proinflammatorischer Zytokine (TNF-) werden T-Lymphozyten aktiviert, die in 
geschädigte  Gehirn-Regionen einwandern. Mikroglia fungieren hierbei als Antigen-
präsentierende- und Effektorzellen, indem sie mit invasiven Immunzellen eine 
Immunantwort und somit die Vernichtung von Pathogenen induzieren (Kettenmann, 
2006; Takeuchi et al., 2010). Durch Elimination abgestorbener Zellen, Zelldebris und 
Geweberesten wird die Expansion einer Verletzung durch toxische Substanzen, die 
von nekrotischen Zellen abgesondert werden, unterbunden (Witting et al., 2000). 
Adulte Mikroglia regulieren die Umschaltung von Ramifizierung und 
Aktivierung durch unterschiedliche Signale: 
Zum einen durch sogenannte „Off“-Signale, die konstitutiv von Neuronen 
ausgesendet werden, um Mikroglia im überwachenden Zustand zu belassen und 
damit ihre proinflammatorische, degenerative Aktivität zu inhibieren. Zum anderen 
durch „On“-Signale, welche nach neuronaler Schädigung entstehen und zur 
Induktion des Aktivierungsprozesses mikroglialer Zellen führen (Biber et al., 2007). 
Im adulten Gehirn ist die Intensität der Aktivierung und die Balance  zwischen „On“- 
und „Off“-Signalen ein essentieller Aspekt für protektive oder degenerative Mikroglia-
Funktionen (Fernandes et al., 2014). 
Die Eigenschaft, direkt auf externe Veränderungen im neuronalen Umfeld 
reagieren zu können, charakterisiert Mikrogliazellen als wichtigste immunkompetente 
Zellen im ZNS (Garden and Möller, 2006). 
 
In Tabelle 1 sind Morphologie und Funktionen fetaler und adulter Mikroglia 
schematisch dargestellt.  
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Tab 1. - Funktion und Morphologie fetaler und adulter Mikroglia im ZNS 
 
Morphologie Funktion 
Fetale Mikroglia   Modifikation synaptischer Strukturen 
(synaptic pruning) 
 Phagozytose geschädigter Neuronen
 Regulation der Entwicklung von 
Axonen und des Wachstums 
anderer Gliazellen 
Adulte Mikroglia   Sekretion neurotropher Faktoren und 
Zytokine 




 Aufrechterhaltung der Homeostase 
im Gehirn 
1.1.4 Aktivierungsphänotypen - M1 und M2 Mikroglia 
Die Aktivierung mikroglialer Zellen ist entgegen früherer Annahmen kein  
"Alles oder Nichts"-Prozess, sondern untergliedert sich in verschiedene funktionelle 
Stadien (Block et al., 2007, Hanisch and Kettenmann, 2007, Giunti et al., 2014).  
Innerhalb einer Mikrogliapopulation, welche im selben Gewebe lokalisiert ist, 
konnten Fernandes et al. unterschiedliche Aktivierungsphänotypen nachweisen. Der 
alternative anti-inflammatorische Phänotyp (M2) und der klassische pro-
inflammatorische, neurotoxische Phänotyp (M1) (Abb. 2). Diese gegensätzlichen 
Aktivierungsstadien wurden anfangs für periphere Makrophagen definiert, die unter in 
vitro-Konditionen mit unterschiedlichen Substanzen behandelt wurden. Auch 
Mikrogliazellen zeigten nach Aktivierung verschiedene Phänotypen und damit 





Abbildung 2 - Stadien der Mikrogliaaktivierung 
Im gesunden, nicht geschädigten Gehirn zeigen Mikroglia eine "Überwachungsfunktion". Nach 
Detektion von Störungen im ZNS unterziehen sie sich einer Morphologieänderung. Diese zeigt sich in 
einem anti-inflammatorischen M2-Stadium, welches durch Migration und Phagozytose charakterisiert 
ist. Das pro-inflammatorisches M1-Stadium zeigt hyperaktivierte Mikroglia, welche zu 
neurodegenerativen Prozessen im ZNS führen können (modifiziert nach Garden and Möller, 2006). 
 
Der alternative M2-Phänotyp wird durch akute neurodegenerative Erkrankungen, wie 
Trauma, Hypoxie und Schlaganfall induziert und übt eine protektive Wirkung aus. 
Neben der Aufrechterhaltung der ZNS-Homeostase, durch Produktion neurotropher 
Faktoren (BDNF, GDNF, NGF) und anti-inflammatorischer Zytokine (IL-13, IL-4), 
schließt der M2-Phänotyp auch effiziente Phagozytose-Vorgänge ein (Giunti et al., 
2014). Nach Schädigung werden Mikrogliazellen aktiviert und rekrutieren Th2-
Lymphozyten in pathologisch-veränderte Regionen. In vivo Experimente zeigten, 
dass diese aktivierten Mikrogliazellen und Lymphozyten die Sekretion von IL-4 und 
IL-13 induzieren, die anti-inflammatorisch, also entzündungshemmend wirken 
(Freilich et al., 2013). Auch in vitro Experimente mit LPS- oder TNF-α-aktivierten- 
Mikroglia bewiesen die protektive Wirkung von IL-4. Toxische Effekte auf Neuronen, 
welche durch ROS oder pro-inflammatorische Zytokine (TNF-) ausgelöst werden, 
konnten durch IL-4 inhibiert werden (Zhao et al., 2006). Es konnte ebenfalls gezeigt 
werden, dass über den CD36-scavenger-receptor β-Amyloid Oligomere, durch IL-4-
induzierte Phagozytose eliminiert werden können (Shimizu et al., 2008). 
Chronisch inflammatorische Prozesse können zur Aktivierung des  
M1-Phänotyps führen, welcher mit der Bildung pro-inflammatorischer Zytokine, wie 
TNF-α, IL-6, IL-12 und anderer Mediatoren einhergeht (Fernandes et al., 2014). Die 
langanhaltende, dauerhafte Aktivierung der Mikroglia durch ansteigende Expression 
der NADPH-Oxidase und damit verbundener übermäßiger Bildung reaktiver 
Sauerstoffspezies (ROS) und oxidativem Stress kann zu degenerativen Prozessen 
innerhalb des ZNS führen (Vilhardt, 2005, Giunti et al., 2014). Auch andere 
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zytotoxische Substanzen, wie Superoxid und Stickstoffmonoxid werden nach 
Überaktivierung mikroglialer Zellen in sehr hohen Konzentrationen produziert und 
schädigen neuronale Strukturen. (Colton and Gilbert, 1987, Moss and Bates, 2001, 
Liu et al., 2002). 
Chronisch inflammatorische Krankheitsbilder wie Alzheimer, Parkinson, 
Amyotrophe Lateralsklerose und Multiple Sklerose führen zur Aktivierung der  
M1-Mikroglia in vivo (Block et al., 2007). Unter in vitro Bedingungen konnte die 
Induktion der M1-Mikroglia nach Behandlung mit LPS, TNF-α, IFN, β-Amyloid und 
nekrotischen Neuronen simuliert werden (Meda et al., 1995, Pais et al., 2008, 
Martinez et al., 2009, Maezawa et al., 2011). 
Bezugnehmend auf degenerative Erkrankungen, zeigte sich jedoch, dass 
M1- und M2-Stadium gleichermaßen in ein und demselben Gewebe vorliegen kann. 
Abhängig vom Krankheitsverlauf sind Mikroglia befähigt, vom pro-inflammatorischen 
Stadium in ein anti-inflammatorisches, neuroprotektives Stadium umzuschalten. Im 
Falle der Demyelinisierung während Multipler Sklerose und der damit verbundenen 
Induktion schwerer chronischer Inflammation konnten Vogel et al. zeigen, dass 
sowohl M1- (CD40, CD86) und M2-Oberflächenproteine (CD163) in den Läsionen 
exprimiert wurden (Ponomarev et al., 2007, Vogel et al., 2013). 
Einhergehend mit neuroinflammatorischen Erkrankungen, die zur Schädigung 
der BBB führen, kommt es zur Sekretion von Matrixmetalloproteasen (MMP). Speziell 
MMP-2 und MMP-9 werden durch aktivierte Mikroglia freigesetzt und schädigen in 
hohen Konzentrationen das Gewebe (Hu et al., 2014). Im gesunden Gehirn werden 
sie unter physiologischen Bedingungen in niedrigen Konzentrationen exprimiert und 
üben eine schützende Funktion aus (Narantuya et al., 2010). MMP sind spezielle 
Enzyme außerhalb der Extrazellulären Matrix (EZM), die am Umbau von Geweben 
beteiligt sind. Unter Anderem unterstützen sie die Migrationsfähigkeit zu 
degenerierten Regionen, sind an der Wundheilung oder der Angiogenese beteiligt 
(Rosenberg, 2002, Könnecke and Bechmann, 2013). 
Aktivierung der Mikrogliafunktionen nach Infektion (PAMPs) oder Trauma (DAMPs) 
Gewebeschädigung, zellulärer Stress oder Erkrankungen führen zur Bildung und 
Sekretion bestimmter Moleküle, die eine Immunreaktion auslösen. Dabei 
unterscheidet man Moleküle, die von eindringenden Pathogenen freigesetzt werden 
(PAMPs) und Moleküle, die endogen von geschädigten Zellen oder Geweben in das 
Zytoplasma sekretiert werden (DAMPs) (Kigerl et al., 2014). 
Mikrogliazellen exprimieren sogenannte PRR (pattern recognition receptors), 
die als ein essentieller Teil der angeborenen Immunantwort dazu befähigt sind, eine 
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inflammatorische Reaktion zu induzieren. Mikrobielle Moleküle (PAMPs-pathogen 
associated pattern molecules), die von invasiven Bakterien oder Viren produziert 
werden, werden von PRR erkannt, lösen eine Aktivierung der Mikroglia aus und 
können Abwehrmechanismen induzieren. PRR erkennen außerdem geschädigte 
Proteine, aggregierte Peptide oder reagieren auf Trauma (Schlaganfall). 
Zusammengefasst werden diese Aktivatoren als DAMPs (damage associated pattern 
molecules) (Abb. 3). Die Induktion der Mikrogliaaktivierung und die Initiation einer 
Immunantwort nach PAMPs oder DAMPs, wird durch Toll-like Rezeptoren (TLR) 
gesteuert (Heneka et al., 2014). TLR1 bis TLR9 als auch ihre Co-Rezeptoren CD14 
und CD47 konnten in Mikroglia nachgewiesen werden und ermöglichen über 
verschiedene Signalwege die Erkennung und Elimination von Pathogenen (Udan et 
al., 2008, Fellner et al., 2013). 
 
Abbildung 3 - Aktivierung durch PAMPS und DAMPs 
Die Aktivierung der Mikrogliazellen kann durch inflammatorische Substanzen, wie LPS oder durch 
Substanzen, die nach Trauma oder Ischämie freigesetzt werden erfolgen. Hierbei induzieren sie die 
Morphologieänderung, welche es ihnen ermöglicht, zu migrieren und Krankheitserreger durch 
Phagozytose zu eliminieren. Die Produktion von Zytokinen, ROS und neurotrophen Faktoren steigt an. 
Desweiteren sind sie befähigt zu proliferieren und Matrixmetalloproteasen zu aktivieren. (modifiziert 




PAMPs - Lipopolysaccharid 
Eine Aktivierung von Mikrogliazellen durch LPS wurde bereits 1988 von Hetier et al. 
beschrieben (Hetier et al., 1988). LPS ist ein Endotoxin aus der Zellwand gram-
negativer Bakterien, welches als Inflammogen wirkt und sowohl in vivo als auch in 
vitro als typisches PAMP eingesetzt wird (Gao et al., 2002). TLR4 und TLR2 gelten 
als wichtigste Rezeptoren der Mikroglia. TLR2 wird vorwiegend durch 
Zellwandkomponenten gram-positiver Bakterien aktiviert und spielt eine 
entscheidende Rolle in Mikrogliazellen nach Schlaganfall-induzierter Schädigung des 
Hirnparenchyms (Lehnardt et al., 2007). TLR4 hingegen wird als LPS-bindender 
Rezeptor beschrieben, welcher nach Erkennung des Endotoxins eine Aktivierung in 
Form der Morphologieänderung der Mikroglia und eine damit verbundene Sekretion 
von Zytokinen und Stickstoffmonoxid induziert (Nakamura et al., 1999). Es zeigte 
sich, dass LPS die meisten der Mikroglia-assoziierten Funktionen, wie ein Anstieg 
der Proliferationsrate, Induktion der Phagozytose und der Produktion von ROS und 
NO induziert (Rivest, 2003, Sun et al., 2008, Kaneko et al., 2009). Eine Aktivierung 
mikroglialer Zellen durch LPS führt ebenfalls zur Sekretion der 
Matrixmetalloproteasen MMP-2 und MMP-9, die abhängig von ihrer Konzentration 
eine duale Rolle während neuroinflammatorischer Prozesse einnehmen(Rosenberg, 
2002). 
DAMPs - Adenosintriphosphat und andere Purine 
Zur Fähigkeit der PPR auf PAMPs zu reagieren, können sie zusätzlich durch 
sogenannte "Gefahren-Signale" aktiviert werden. Neben Adenosintriphosphat (ATP) 
und Uridindiphosphat (UDP), welche durch geschädigte Neuronen freigesetzt 
werden, zählen auch β-Amyloide, ROS und verschiedene Hitzeschockproteine zu 
DAMPs (damage associated pattern molecules) (Abb.3). Nach Trauma, Ischämie, 
Schlaganfall und anderen mechanisch-induzierten Gehirnverletzungen, werden 
DAMPs durch apoptotische oder nekrotische Neuronen sezerniert und führen zur 
Aktivierung von Mikrogliazellen (Kigerl et al., 2014). Der Aktivierungsprozess durch 
ATP wurde bereits 1993 von Kettenmann et al. in Zusammenhang mit 
elektrophysiologischen Experimenten beschrieben. Außerdem charakterisierten 
Inoue et al. ATP als Hauptaktivator für Mikrogliazellen, welcher P2Y- und P2X-
Rezeptoren steuert. Zudem induziert der metabotrophe G-protein-gekoppelte P2Y-
Rezeptor neben dem Aktivierungsmechanismus, auch die Proliferation und 
Zytokinproduktion von Mikrogliazellen (Kettenmann et al., 1993, Inoue, 2006). Eine 
chemotaktische Reaktion und anschließende Migration konnte mittels ATP über  
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Gi-gekoppelte P2Y-Rezeptoren nachgewiesen werden (Honda et al., 2001, Lambert 
et al., 2010). Neben der Aktivierung der Phagozytoseaktivität durch PAMPs konnte 
auch UDP, als DAMP, eine steigernde Phagozytose induzieren. Der P2Y Rezeptor 
wirkt hierbei als Sensor, der von Neuronen sekretiertes UTP, welches dann zu UDP 
degradiert wird, erkennt (Koizumi et al., 2007). 
PAMPs und DAMPs induzieren über Rezeptoren eine Vielzahl essentieller 
Mikrogliafunktionen (Abb. 3), die zur Aktivierung des angeborenen, als auch des 
adaptiven Immunsystems führen und verschiedenste Signalkaskaden anschalten 
können (Parker et al., 2007). 
1.2 Phosphoinositid 3-Kinasen - Signalproteine zellulärer Schlüsselfunktionen 
Phosphoinositid 3-Kinasen (PI3K) sind Lipidkinasen, die ubiquitär in eukaryotischen 
Zellen exprimiert werden und die mittels ihrer enzymatischen Aktivität die 
Phosphorylierung der 3´-OH Gruppe membranständiger Inositolphospholipide 
katalysieren. Die entstandenen Produkte (3´-Phosphatidylinositole) spielen eine 
übergeordnete Rolle als Signalmolekül (second messenger) in einer Vielzahl 
zellulärer Schlüsselfunktionen. Vor allem Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphospat 
(PtdIns(3,4,5)P3) gilt als wichtiges second messenger-Molekül, da es als 
Andockstelle für weitere Proteine, wie Proteinkinase Akt und PDK1 dient. Auf diese 
Weise wird der PI3K/Akt Signalweg aktiviert, welcher neben der Kontrolle von 
Zellproliferation und -differenzierung, unter Anderem auch metabolische Prozesse, 
Adhäsion, Migration, Apoptose und Phagozytose steuert (Abb. 4). Speziell in der 
Entwicklung und Funktion von Immunzellen nehmen Phosphoinositid 3-Kinasen 
(PI3K) eine zentrale Rolle ein. Zudem gewinnen sie immer mehr an Bedeutung in der 
Pathogenese und Rekonvaleszenz verschiedener Erkrankungen (Wetzker and 
Rommel, 2004). Sämtliche PI3K bestehen aus einer katalytischen und 
regulatorischen Untereinheit. Während die katalytischen Untereinheiten Homologien 
in ihrer Lipidkinase-Domäne zeigen, unterscheiden sie sich jedoch stark in den 
regulatorischen Untereinheiten (Cantrell, 2001, Stephens and Hawkins, 2011, 
Okkenhaug, 2013). 
Klasse  PI3K sind heterodimere Proteine, die durch eine Vielzahl externer 
Stimuli aktiviert werden können (Coelho and Leevers, 2000). Aufgrund ihrer 
unterschiedlichen Aktivierungsmechanismen werden sie nochmals in Klasse A  
und B unterteilt. Beide Subtypen setzen sich aus einer p110 katalytischen 
Untereinheit zusammen, von welcher vier Isoformen beschrieben werden: PI3K, 
PI3K, PI3K, PI3K (Abb. 4). 
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Der Klasse A werden PI3K, PI3K, PI3K zugeordnet, welche mit einer  
SH2-Domäne enthaltenden regulatorischen Adapter-Untereinheit (p85, p85, p55, 
p50) assoziiert sind. Die Aktivierung der PI3K Klasse A erfolgt über Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen (RTK). Die p85-Adapterproteine rekrutieren die katalytischen 
Untereinheiten p110, p110 oder p110 zur aktivierten RTK. Die starke Interaktion 
zwischen p85-SH2-Domäne und spezifischen phosphorylierten Tyrosinen leitet die 
p110 katalytische Untereinheit zur Plasmamembran, wo sie PtdIns(4,5)P2 zu 
PtdIns(4,5)P3 phosphoryliert (Cantley et al., 1991, Hawkins et al., 2006). Im 
Gegensatz dazu erfolgt die Aktivierung der Klasse B PI3K PI3K über  
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) (Stoyanov et al., 1995). Auch in Struktur 
und Größe der regulatorischen Untereinheiten unterscheidet sich PI3K von den 
Klasse A PI3K. Zur Regulation wird die katalytische p110 an p101 oder p84 
gebunden (Stephens et al., 1997) (Abb. 4). Sobald ein Ligand den G-Protein-
gekoppelten Rezeptor aktiviert, erfolgt die Dissoziation des heterotrimeren  
G-Proteins in Gα- und Gβ-Untereinheit. Gβ bindet die Adapter-Untereinheit (p101 
oder p84), rekrutiert die katalytische Untereinheit p110 an den Rezeptor oder wird 
direkt über Ras-GTP aktiviert (Suire et al., 2006, Rommel et al., 2007). 
Trotz der Unterscheidung zwischen Rezeptor-Tyrosin-Kinase-gesteuerten und 
G-Protein-kontrollierten PI3K-Isoformen der Klasse  besitzen sie beide eine 
bevorzugte Substratspezifität für PtdIns(4,5)P2 (Abb. 4). Die Phosphorylierung von 
PtdIns(4,5)P2 zu PtdIns(3,4,5)P3, welches durch die Lipidkinase-Aktivität katalysiert 
wird, stellt ein wesentliches Merkmal aller Klasse  PI3K dar (Wymann and Pirola, 
1998). 
Durch Lipophosphatasen kann die Phosphorylierung auch negativ reguliert 
werden. Als Gegenspieler der PI3K induziert PTEN die Dephosphorylierung von 
PtdIns(3,4,5)P3 zu PtdIns(4,5)P2. Eine zweite Phosphatase (SHIP) generiert aus 
PtdIns(4,5)P2 PtdIns(3,4)P, welches nicht durch PI3K phosphoryliert werden kann. 
Es kommt zur Hemmung des PI3K/Akt Signalweges, was zu unkontrolliertem 
Wachstum und zellulären Apoptosevorgängen führt (Paez and Sellers, 2003). 
Im Fokus dieser Arbeit steht PI3K. Daher soll im nächsten Abschnitt auf ihre 







Abbildung 4 - Signalweg und Funktionen der Klasse  PI3-Kinasen 
Die Klasse  PI3-Kinasen (PI3K) wird in A und B unterteilt. Die Aktivierung erfolgt über Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen (RTK) oder G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR). Zur Klasse A werden PI3K, 
PI3K und PI3K zugeordnet. Deren katalytische Untereinheit p110 eine regulatorische p85 
Untereinheit trägt. Klasse B-PI3K wird durch PI3K charakterisiert, welche über GPCR aktiviert wird. 
Die regulatorischen Untereinheiten p101 oder p84 rekrutieren die katalytische Untereinheit p110 an 
den Rezeptor. Die Generation von PtdIns(4,5)P2 zu PtdIns(3,4,5)P3 kennzeichnet beide Klasse  PI3K. 
Als second messenger steuert PtdIns(3,4,5)P3 eine Vielzahl zellulärer Funktionen. 
1.2.1 Funktion der Klasse B - PI3K 
Während PI3Kα und PI3Kβ ubiquitär im Organismus exprimiert sind, können  
PI3K und PI3K nur in spezifischen Zellen und Geweben nachgewiesen werden. 
Der knockout von PI3Kα oder PI3Kβ führt im Mausmodell bereits an Entwicklungstag 
E9,5 zur Letalität. Diese lebensnotwendige Funktion der beiden PI3K konnte 
mehrfach in vivo bestätigt werden (Bi et al., 1999, Bi et al., 2002). Im Gegensatz 
dazu ist die PI3K knockout Maus lebensfähig, fertil und zeigt unter 
Ruhebedingungen keinen offensichtlichen Phänotyp (Hirsch et al., 2000). 
Neben ihrer direkten Funktion als Lipidkinase zur Generation von 
PtdIns(3,4,5)P3, konnte für PI3K zusätzlich eine sogenannte Gerüstfunktion 
(scaffold function) nachgewiesen werden. Patrucco et al. identifizierten eine direkte 
Protein-Protein-Interaktion von PI3K mit Phosphodiesterase (PDE3B), welche die 
Hydrolyse von cAMP induziert (Patrucco et al., 2004). Eine Erniedrigung des cAMP-
Spiegels führt über eine Hemmung der PKA-Phosphorylierung zu verringerter 
Kontraktilität des Herzens. Die Daten zeigten, dass PI3K unabhängig von der 
Lipidkinase-Funktion mit anderen Proteinen interagiert und über diesen 
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Mechanismus die Herzmuskelfunktion kontrolliert. Sie übt damit eine wichtige 
Gerüstfunktion im Herzen aus (Patrucco et al., 2004, Perino et al., 2011). 
Zusätzlich zur Funktion als Lipidkinase und als scaffold protein, besitzt PI3K 
eine intrinsische Proteinkinase-Aktivität. Die Aktivierung von Ras und MEK über 
PI3K induziert den MAPK-Signalweg, welcher die Proliferation zellulärer Systeme 
steuert. Protein- und Lipidkinase-Aktivität werden funktionell voneinander 
unterschieden (Bondeva et al., 1998, Bondev et al., 1999). In Neutrophilen 
Granulozyten wird der NADPH-Oxidase-Komplex, welcher zur Bildung von ROS 
aktiviert wird, über PKC reguliert. Die Steuerung von PKC erfolgt hierbei über die 
Proteinkinase-Aktivität von PI3K (Lehmann et al., 2009). 
1.2.2 PI3K - Funktion im Immunsystem 
Die dominante Expression in Zellen des Immunsystems identifiziert PI3K als 
wichtigen Mediator inflammatorischer Prozesse. Eine Induktion adaptiver und 
angeborener Abwehrmechanismen, als auch die Kontrolle allergischer Reaktionen 
werden direkt über das Signalprotein gesteuert (Wymann et al., 2003). Pro-
inflammatorische Eigenschaften von Immunzellen, wie die Bildung reaktiver 
Sauerstoffspezies, die Regulation von Migration, Phagozytose und Apoptose, als 
auch metabolischer Prozesse, unterliegen PI3K-abhängigen Kontrollmechanismen 
(Sasaki et al., 2000) (Abb. 5). 
PI3K-defiziente Neutrophile und Makrophagen zeigten durch inhibierte 
PtdIns(3,4,5)P3 -Produktion eine Reduktion in Motilität und ROS-Produktion (Hirsch 
et al., 2000). Die Depletion des Signalproteins führt zur direkten Hemmung 
chemotaktischer Bewegungen (Hirsch et al., 2000, Naccache et al., 2000, Wymann 
et al., 2003). PI3K-defiziente Immunzellen und die dadurch resultierende Hemmung 
der PtdIns(3,4,5)P3-Produktion, verhindert die Ausbildung des sogenannten 
Leitsaumes (leading edge), welcher für eine gerichtete Bewegung essentiell ist 
(Ferguson et al., 2007). 
Eine gestörte Interaktion der PI3K mit dem G-Protein Ras bewirkt eine 
Verringerung der ROS-Bildung in neutrophilen Granulozyten, welche für die 
Auslösung der Phagozytose-Aktivität eine große Rolle spielt (Suire et al., 2006). 
Die Induktion des oxidative burst in Phagozyten wird ebenfalls als wichtige Funktion 
von PI3K beschrieben (Lehmann et al., 2009). 
Die über den T-Zell-Rezeptor stimulierte PI3K kontrolliert außerdem über Ras 
die Interaktion von T-Zellen und Antigen-präsentierenden Zellen und führt zu einer 
Aktivierung dieser (Alcazar et al., 2007). Die Entwicklung von T-Zellen ist abhängig 
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von der funktionellen Kooperation von p110 und p110. Der knockout einer Isoform, 
führt zu reduzierter Proliferationsfähigkeit und einem drastischen Anstieg der 
Apoptoserate (Webb et al., 2005). 
Desweiteren konnten Laffargue et al. zeigen, dass die Bildung von 
PtdIns(3,4,5)P3 durch PI3K eine essentielle Funktion zur Degranulation von 
Mastzellen ausübt (Laffargue et al., 2002). Autokrine Signale, die zur Regulation von 
Allergien und der Freisetzung von Histaminen notwendig sind, werden nur über 
intakte Gi-gekoppelte Rezeptoren induziert und führen abhängig von PI3K zur 
Weiterleitung der Signale an Mastzellen und zur Aktivierung inflammatorischer 
Reaktionen (Laffargue et al., 2002). 
1.2.3 PI3K - Funktion in Mikrogliazellen 
Als Immunzellen des Gehirns erfüllen Mikrogliazellen makrophagenähnliche 
Funktionen, die maßgeblich an der Aufrechterhaltung der Homeostase im ZNS 
beteiligt sind (Kettenmann et al., 2011). Der Nachweis und die Funktion von PI3K in 
Makrophagen und Monozyten lässt darauf schließen, dass das Signalprotein auch in 
Mikrogliazellen eine essentielle Funktion während immunologischer Prozesse 
einnimmt (Leverrier et al., 2003, Wymann and Solinas, 2013). Basierend auf 
vorangegangenen Studien zur Funktion von PI3K in Immunzellen, entwickelte sich 
das Konzept der vorliegenden Dissertationsschrift. 
Untersuchungen zum Expressionsmuster in Zellen des ZNS zeigten, dass PI3K 
ausschließlich in Mikrogliazellen und neuronalen Zellen (DRGs) exprimiert wird (Jin 
et al., 2010, König et al., 2010) (Abb 5). Ein Nachweis des Proteins in Astrozyten und 
Oligodendrozyten konnte nicht erbracht werden (Jin et al., 2010). 
Pathologische Ereignisse im ZNS führen zur Morphologieänderung und 
verbundener Aktivierung der Mikrogliazellen. Im aktivierten Zustand sind sie, ähnlich 
wie Makrophagen, fähig zur Migration, Phagozytose, Proliferation, ROS-Produktion 
und der Bildung verschiedener Zytokine (Hanisch and Kettenmann, 2007). Als 
phagozytotisch aktive Zellen nehmen Mikrogliazellen eine entscheidende Rolle 
während physiologischer und pathophysiologischer Prozesse ein (Kettenmann et al., 
2011). Nach Akkumulation in geschädigten ZNS-Regionen eliminieren sie 
apoptotische Neuronen und unterstützen damit die Regeneration des 
Nervengewebes. Bakterielle Infektionen führen über TLR zur Aktivierung von 
Mikrogliazellen und induzieren die schnelle Elimination pathogener Mikroorganismen 
(Ribes et al., 2009). Membrangebundene Oberflächenmoleküle, wie TLR, Integrine 
und Fc-, Komplement- und Endotoxin-Rezeptoren erkennen extrazelluläre Liganden 
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als sogenannte „eat-me“-Signale und initiieren phagozytotische Vorgänge (Lauber et 
al., 2003, Brown and Neher, 2012). Speziell Fc-Rezeptoren induzieren die 
Phagozytose mikroglialer Zellen und Makrophagen u.a. über den PI3K-Signalweg 
(Makranz et al., 2006, Roy et al., 2014). 
 
Abbildung 5 - Funktionen der PI3K in Zellen des Immunsystems und des ZNS 
Phosphoinositid 3-Kinase (PI3K) wird dominant in Zellen des Immunsystems exprimiert und steuert 
essentielle immunologische Funktionen. Differenzierung, Proliferation, Chemotaxis und ROS-
Produktion werden PI3K- abhängig in T-Zellen, Neutrophilen und Makrophagen reguliert. Auch in 
Mikrogliazellen, die als Immunzellen des ZNS beschrieben werden, kontrolliert das Signalprotein 
inflammatorische Reaktionen. Gegenstand dieser Arbeit ist die Rolle von PI3K in der Regulation 
verschiedener Mikrogliafunktionen zu untersuchen. Innerhalb des ZNS konnte bereits für DRG-
Neuronen und im Neuroblastom eine PI3K-abhängige Steuerung in Schmerzweiterleitung und 
Apoptose nachgewiesen werden (Spitzenberg et al., 2010, Madishetti et al., 2014) (2). 
1.2.4 PI3K als Mediator inflammatorischer Erkrankungen 
PI3K spielt eine übergeordnete Rolle in einer Vielzahl inflammatorischer 
Erkrankungen. Im Krankheitsbild der antigen-induzierten Arthritis (AIA) führt die 
Hemmung der PI3K zu verringerter Migration und Aktivierung von Phagozyten. Auch 
die Produktion von IL-1β und IL-6 war neben der Infiltration von Neutrophilen und 
Makrophagen drastisch reduziert. Ein Einfluss von PI3K auf die  
T-Zell-Aktivierung konnte im AIA-Modell nicht nachgewiesen werden. Somit 
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bestätigte sich, dass PI3K spezifisch die Phagozytenfunktionen steuert und damit zu 
einer reduzierten inflammatorischen Reaktion führt (Gruen et al., 2010). Desweiteren 
konnten Camps et al. durch PI3K-Suppression die inflammatorische Reaktion 
während rheumatoider Arthritis (RA) hemmen. Im Mausmodell zeigte sich nach 
Behandlung der RA mit pharmakologischen PI3K-Inhibitoren eine Reduktion der 
Entzündung im Gelenk, als auch eine Regeneration des umliegenden Gewebes. 
Diese Ergebnisse bestätigten sich auch in PI3K knockout Tieren (Camps et al., 
2005, Rommel et al., 2007). 
Im Modell der Multiplen Sklerose (EAE-experimentelle Autoimmune-
Enzephalomyelitis) zeigte sich, dass PI3K maßgeblich an der Pathogenese dieser 
Erkrankung beteiligt ist. In PI3K-defizienten Mäusen konnte nachgewiesen werden, 
dass die Symptome der EAE verzögerter und abgeschwächter ablaufen, als in 
Wildtyp Tieren (Berod et al., 2011). PI3K gilt als mögliches therapeutisches Ziel zur 
Behandlung chronisch inflammatorischer Erkrankungen. 
1.3 Hormetische Effekte auf Mikrogliazellen - "Die Dosis macht das Gift" 
Der Begriff "Hormese" beschreibt einen biphasischen Dosis-abhängigen Effekt, der in 
niedrigen Konzentrationen zu positiven zellulären Antworten führt und bei hohen 
Dosen einen inhibitorischen, toxischen Effekt zeigt. Bereits Paracelsus prägte den 
Satz: Dosis sola venenum facit - "Allein die Dosis macht das Gift". Sogenannte 
Stressoren, wie Toxine, Strahlung, ROS, Zytokine und andere inflammatorische 
Mediatoren induzieren eine Reaktion des Körpers oder bestimmter Zellsysteme. 
Dabei spielt die Dosis des Stressors eine wichtige Rolle. Niedrige Konzentrationen 
führen zu adaptiven Reaktionen, die sich positiv auf den Organismus auswirken und 
in gesteigerter Vitalität resultieren. Wohingegen zu hohe Dosen zu degenerativen 
Prozessen, bis hin zum Zelltod führen können (Calabrese et al., 2007). Die 
gegensätzliche Wirkung unterschiedlicher Stressoren konnte in Zellen des 
Immunsystems und organismischen Modellen nachgewiesen werden. Es zeigte sich, 
dass ROS in geringen Dosen eine lebensverlängernde und gesundheitsfördernde 
Wirkung haben. Durch geringe ROS-Konzentrationen werden adaptive Reaktionen, 
wie Abwehrmechanismen und Stress-Resistenz induziert, die einen positiven Effekt 
auf Vitalität und Überleben ausüben. In diversen Modellorganismen (Caenorhabditis 
elegans, Drosophila melanogaster, Mausmutanten etc.) konnten diese Reaktionen 









Abbildung 6 - Modell zur Hormese 
In Abhängigkeit von verschiedenen Stressoren induzieren zelluläre Systeme differentielle Reaktionen. 
Vitalität und Regeneration (grün), als auch Apoptose und Degeneration (rot) spielen vor allem 
während adaptiver Reaktionen in Zellen des Immunsystems eine essentielle Rolle. Hormetische 
Reaktionsmuster dienen zur Analyse dosisabhängiger Funktionen und der Ausbildung von Toleranz- 
und Resistenzreaktionen. (modifiziert nach Calabrese et al 2007) 
Zellen des Immunsystems, die direkt auf Pathogene oder Schädigungen reagieren 
und Teil der angeborenen Immunantwort sind, prägen diese Art der Stress-Resistenz 
aus. Makrophagen und Mikroglia gelten als wichtigster Zelltyp innerhalb des 
Immunsystems, welche als erste aktiviert werden und an der Elimination von 
Krankheitserregern beteiligt sind (Town et al., 2005). Dosisabhängige, hormetische 
Effekte diverser Stressoren können sowohl auf Makrophagen, als auch auf Mikroglia 
projiziert werden. Die Aktivierung erfolgt mittels TLR4, der als LPS Rezeptor fungiert, 
PAMPs erkennt und zum Anschalten von Signalwegen führt. 
Einen solchen konzentrationsabhängigen Effekt auf die Proliferationsfähigkeit 
konnten Kaneko et al. in in vitro Studien zeigen. Mikroglia, die 4 Wochen mit 
niedrigen Dosen LPS behandelt wurden, zeigten eine höhere Proliferationsrate als 
Zellen, die nicht bzw. mit hohen Dosen LPS stimuliert wurden (Kaneko et al., 2009). 
Die "optimale" Dosis supprimiert Apoptose- und Autophagie-Signalwege, die die 
Überlebensrate der Zellen deutlich erhöhten (Kaneko et al., 2012).  
Auch die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies übt einen hormetischen Effekt auf 
Mikrogliazellen aus. Niedrige intrazelluläre Konzentrationen wirken als second 
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messenger positiv auf Überleben und induzieren pro-inflammatorische Reaktionen, 
die eine Vielzahl von Signalwegen und Transkriptionsfaktoren ansteuern. Im 
Gegensatz dazu führen hohe LPS Konzentrationen zu deutlich höherem  
ROS-Niveau, was wiederum Apoptose-Signalwege anschaltet und in degenerativen 
Prozessen resultiert (Block et al., 2007). Auch die Sekretion pro- und anti-
inflammatorischer Zytokine wird durch LPS konzentrationsabhängig induziert (Qin et 
al., 2005). Je nach Dosis und dem damit verbundenen Aktivierungsstatus der 
Mikroglia, kommt es zur Freisetzung von IL-6, TNF-α und IL-1β (Nakamura et al., 
1999). Die phagozytotische Aktivität der Zellen scheint ebenfalls von der LPS-
Konzentration abhängig zu sein. Adenosintriphosphat, als typisches DAMP, wirkt in 
hormetischen Dosen auf die Migrationsfähigkeit von Mikroglia und Makrophagen. 
Zu hohe Dosen führen zur Inhibition der Beweglichkeit, während niedrige 
Konzentrationen die Motilität der Zellen erhöhen (Lambert et al., 2010).  
Hormetische Reaktionen von Mikrogliazellen werden in vivo als auch in vitro 
durch PAMPs und DAMPs induziert. Die Art der Adaptation an geringe Reize und die 
resultierende Aktivierung verschiedener Mikroglia-Funktionen scheinen eine wichtige 
Rolle während regenerativer oder degenerativer Prozesse im ZNS zu spielen. Nach 
bisherigem Kenntnisstand sind Regulation und Identität intrazellulärer Mediatoren 
innerhalb dieser Prozesse weitgehend ungeklärt. Gegenstand dieser Arbeit sollte 





PI3K gilt als wichtiger Mediator essentieller Immunreaktionen, die u.a. Migration, 
Phagozytose und die Induktion von Entzündungsprozessen einschließen. Ergebnisse 
unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass PI3K in Zellen des Zentralen Nervensystems 
eine wichtige Rolle einnimmt (König et al., 2010, Spitzenberg et al., 2010). Erste 
Befunde deuten auch auf die Funktion von PI3K im Krankheitsbild von Alzheimer 
und im Schlaganfall-Modell hin (Jin et al., 2010, Passos et al., 2010). 
Speziell Mikrogliazellen, die als immunkompetente Zellen des Gehirns 
beschrieben werden, scheinen Immunreaktionen PI3K-abhängig zu steuern. Als 
„Makrophagen des Gehirns“ reagieren sie auf Störungen der Blut-Hirn-Schranke, 
apoptotische Neuronen und invasive Pathogene. In diesem aktivierten Zustand sind 
sie zur Proliferation, Phagozytose, Migration fähig und nehmen eine wichtige 
Funktion während inflammatorischer Reaktionen des angeborenen Immunsystems 
im ZNS ein. 
Basierend auf diesen Befunden soll die vorliegende Arbeit die Rolle von PI3K 
in Mikrogliazellen näher charakterisieren. In vivo Studien an inflammatorischen 
Krankheitsmodellen sollen zudem zeigen, ob die Hemmung von PI3K als 
therapeutischer Ansatz zur Rekonvaleszenz neurodegenerativer Erkrankungen 
beitragen kann. 
Folgende Fragestellungen wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht: 
 Welche Funktionen übernimmt PI3K in Mikrogliazellen und führt der Verlust 
von PI3K zur Blockierung wichtiger Abwehrmechanismen? 
 Werden Mikrogliafunktionen Lipidkinase-abhängig oder -unabhängig durch 
PI3K gesteuert? 
 Induzieren unterschiedliche Stressoren (LPS, ATP) adaptive Immunreaktionen 
nach hormetischem Muster? 
 Welche Rolle spielt PI3K während der septischen Enzephalopathie und im 
Schlaganfall-Modell?
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3.1 Manuskript Ⅰ 
3.1.1 Zusammenfassung 
PHOSPHOINOSITIDE 3-KINASE MEDIATES MICROGLIAL 
PHAGOCYTOSIS VIA LIPID KINASE-INDEPENDENT CONTROL OF cAMP 
C. Schmidt*, N. Schneble*, J.P. Müller, R. Bauer, A. Perino, R. Marone, S.D. Rybalkin, M.P. 
Wymann, E. Hirsch, R. Wetzker 
Neuroscience 233 (2013) 44–53) 
Eine der wichtigsten Funktionen von Immunzellen ist die Fähigkeit Pathogene mittels 
Phagozytose zu eliminieren. Mikroglia, als immunkompetente Zellen des Gehirns, 
reagieren nach Schädigung des Gewebes, dem Eindringen von Pathogenen nach 
Störung der Blut-Hirn-Schranke, mit einer Änderung ihrer Morphologie zum 
aktivierten Zustand. In diesem Stadium sind sie befähigt Mikroorganismen, 
apoptotische oder nekrotische Neuronen mittels Phagozytose zu entfernen. Während 
neuroprotektiver, als auch neurodegenerativer Prozesse, sind sie ein wichtiger 
Bestandteil des angeborenen Immunsystems des Gehirns. Das Signalprotein PI3K, 
gilt als wichtiger Mediator essentieller immunologischer Prozesse im ZNS. Mittels 
genetisch modifizierter primärer Mikroglia aus PI3K knockout und PI3K knockin 
(kinase dead) Mäusen und Zellen aus Wildtyp Mäusen wurde untersucht, wie PI3K 
die phagozytotische Aktivität in Mikrogliazellen reguliert. Die Vorstimulation der 
Zellen mit LPS induzierte den aktivierten Phänotyp. Anschließend erfolgte die 
Messung der phagozytotischen Aktivität mittels Escherichia coli- und FITC-markierter 
Zymosan Partikeln in vitro und in vivo. Es zeigte sich im PI3K-knockout eine stark 
reduzierte Phagozytoserate im Gegensatz zu Wildtyp- und PI3K knockin Mikroglia. 
Aufgrund dieses gleichen Phänotyps konnte die direkte Beteiligung der PI3K-
Lipidkinase-Aktivität ausgeschlossen werden. Der weitere Mechanismus, der 
infolgedessen untersucht wurde, war die scaffold function, die bereits mehrfach in 
anderen Zellsystemen beschrieben wurde. Hierbei übt PI3K eine Gerüstfunktion 
aus, indem sie mit Proteinen, wie Phosphodiesterasen (PDE) interagiert und andere 
Signalwege indirekt reguliert. Mittels dieser regulatorischen Funktion kontrolliert 
PI3K über PDE3B den zellulären cAMP-Spiegel. cAMP gilt als second messenger 
und unterdrückt Immunreaktionen, was deutlich in PI3K knockout Mikrogliazellen 
nachgewiesen werden konnte. Die Lipidkinase-unabhängige Funktion von PI3K als 
Mediator der Phagozytose wurde damit erstmals in Mikrogliazellen gezeigt.
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3.2 Manuskript Ⅱ 
3.2.1 Zusammenfassung 
Phosphoinositide 3-kinase restrains neurotoxic effects of microglia after 
transitory focal cerebral ischemia 
Caroline Schmidt, Christiane Frahm, Nadine Schneble, Jörg P. Müller, Michael Brodhun, Irene Franco, 
Otto W. Witte, Emilio Hirsch, Reinhard Wetzker, Reinhard Bauer 
Molecular Neurobiology (2015, accepted)  
Cerebrale Ischämie und damit verbundene inflammatorische Reaktionen im ZNS 
induzieren degenerative Prozesse und führen zur Schädigung neuronaler Strukturen. 
Während der Pathogenese des Schlaganfalls führen Defizite der Glucose- und 
Sauerstoffversorgung im Gehirn zu Entzündungsreaktionen und zur Ausbreitung des 
Infarkts. 
Mikrogliazellen reagieren auf Sauerstoff-Glucose-Mangel mit Aktivierung und 
nachgeschalteten immunologischen Funktionen. Dabei gilt PI3K als wichtiger 
Mediator, welcher Lipidkinase-abhängig und -unabhängig Mikrogliafunktionen 
steuert. 
Im MCAO Modell an Wildtyp, PI3K knockout und PI3K knockin (kinase dead) 
Mäusen und primären Mikrogliazellen sollte die Rolle des Signalproteins nach 
cerebraler Ischämie in vivo und in vitro untersucht werden. In vivo Daten zeigten eine 
deutliche Vergrößerung der Infarktregion in PI3K knockout Mäusen, wohingegen die 
Expansion des Infarkts in Wildtyp und PI3K knockin Mäusen deutlich reduziert war. 
In vivo Experimente zur Phagozytose bestätigten zudem, dass PI3K knockout 
Mikroglia eine verminderte Aufnahme GFP-markierter E.coli unter Sauerstoff-
Glucose-Entzug zeigten. Es zeigte sich in weiteren Studien, dass PI3K Lipidkinase-
unabhängig über Interaktion mit PDE3B den cAMP Spiegel in Mikrogliazellen nach 
cerebraler Ischämie reguliert. PI3K übt einen supprimierenden Effekt auf cAMP aus 
und führt somit in Wildtyp und PI3K knockin zur Induktion immunologischer 
Funktionen. Die schnelle Elimination geschädigten Gewebes durch Phagozytose, 
führt zur Reduktion des Infarkts in Wildtyp und PI3K knockin Mäusen und zur 
Induktion von Regenerationsprozessen. 
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3.3 Manuskript Ⅲ 
3.3.1 Zusammenfassung 
Phosphoinositide 3-Kinase  Affects LPS-induced Disturbance of Blood-Brain 
Barrier Via Lipid Kinase-Independent Control of cAMP in Microglial Cells 
A. Frister, C. Schmidt, N. Schneble, M. Brodhun, F. A. Gonnert, M. Bauer, E. Hirsch, J.P. Müller, R. 
Wetzker, R. Bauer  
Neuromolecular Medicine (2014) ISSN 1535-1084 Dec.16(4):704-13 
Die Schädigung der Blut-Hirn-Schranke durch neurodegenerative Erkrankungen führt 
zur Invasion und Aktivierung von Immunzellen. Als Konsequenz induzieren diese 
neuroinflammatorische Reaktionen, die in überschießender Zytokinproduktion und 
Gewebeschädigung resultieren. Matrixmetalloproteasen (MMP) sind maßgeblich am 
Prozess der Degradation Extrazellulärer Matrix beteiligt. Ihre abnormale Expression, 
speziell in aktivierten Mikrogliazellen, führt zur Schädigung bis hin zur Öffnung der 
Blut-Hirn-Schranke für Pathogene. Mittels verschiedener Maus-Genotypen (Wildtyp, 
PI3K knockout, PI3K knockin (kinase dead)) wurde im Modell der LPS-induzierten 
systemischen Inflammation die Funktion der PI3K untersucht. In vivo und in vitro 
Studien identifizieren das Signalprotein als essentiellen Mediator der MMP-
Expression in aktivierten Mikrogliazellen und die darauf zurückzuführende Blut-Hirn-
Schranken-Störung. Die PI3K Lipidkinase-Aktivität spielt dabei eine untergeordnete 
Rolle. Es zeigte sich, dass die Expression von MMP sowohl im Wildtyp, als auch im 
PI3K knockin ein konstantes Level aufweisen. Unter Verwendung verschiedener 
Inhibitoren und Aktivatoren des PDE/cAMP/PKA Signalweges konnte erneut die 
wichtige Bedeutung der Gerüstfunktion von PI3K nachgewiesen werden. Die 
Lipidkinase-unabhängige Stimulation der PDE-Aktivität kontrolliert über die 
regulatorische Funktion von PI3K den cAMP-Spiegel, der wiederum die Expression 
der MMP-9 drastisch ansteigen lässt. Diese hohe Aktivität der MMP induziert eine 
Schädigung der Blut-Hirn-Schranke, wie sie bereits während systemischer 
Infektionen, wie Sepsis-assozierter Enzephalopathie (SAE) nachgewiesen werden 
konnte. Diese Daten zeigen PI3K als essentiellen Mediator der LPS-induzierten 
MMP-Expression und -Aktivierung in Mikrogliazellen. 
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3.4 Manuskript Ⅳ 
3.4.1 Zusammenfassung 
The fith dimension of innate immunity 
C. Schmidt, N. Schneble, R. Wetzker 
Journal of Cell Communication and Signaling Dec;8(4):363-7. 
Das angeborene Immunsystem dient als Abwehrmechanismus und körpereigene 
Barriere zum Schutz vor Pathogenen. Zelluläre und humorale Elemente detektieren 
infektiöse Parasiten, initiieren inflammatorische Resistenzreaktionen und induzieren 
die Elimination invasiver Bestandteile. Wiederholte Infektionen mit Pathogenen 
haben zur Folge, dass adaptive Reaktionen des angeborenen Immunsystems 
induziert werden, welche zu Toleranzreaktionen des Organismus führen. 
Stimulatorische Effekte auf eine bereits vorliegende Primärinfektion und die 
nachgeschaltete Immunantwort, konnten beobachtet werden. Zusätzlich zu zeitlichen 
Abläufen und der Lokalisation angeborener Immunreaktionen, spielt die Dosis 
eindringender Krankheitserreger während der Folgeinfektion eine wichtige Rolle. 
Diese dosisabhängigen, hormetischen Reaktionsmuster könnten als „Fünfte 
Dimension des angeborenen Immunsystems“ betrachtet werden. 
Verschiedene Studien zeigten eine hormetische Reaktion der Zellen des 
angeborenen Immunsystems in Abhängigkeit von der Menge pathogener 
Krankheitserreger (Foster et al., 2007). Adaptive Reaktionen können anhand 
verschiedener in vitro Modelle an Mikrogliazellen und Makrophagen aufgezeigt 
werden. Lipopolysaccharid, als Endotoxin, imitiert eine inflammatorische Reaktion 
durch Pathogene und kann eine Toleranzreaktion des Organismus induzieren. 
Unsere Beobachtungen zeigten eine ansteigende Phagozytoseaktivität in 
Mikrogliazellen in hormetischen, niedrigen LPS-Konzentrationen. Hohe 
Konzentrationen des Endotoxins verminderten die Phagozytose deutlich. 
Desweiteren zeigen unsere Daten einen Vitalitätssteigernden Effekt hormetischer 
LPS-Dosen auf Wildtyp Mikrogliazellen. Resultierend daraus, konnte auch die 
Induktion der Proliferationsfähigkeit dokumentiert werden. 
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4.1 Die Rolle der PI3K als Schlüsselprotein inflammatorischer Reaktionen in 
Mikrogliazellen 
PI3K als Regulatoren zellulärer Funktionen nehmen eine zentrale Rolle während 
inflammatorischer Prozesse ein. Sie gelten als wichtige Schlüsselproteine zur 
Steuerung der Phagozytose, Migration, Apoptose und Proliferation. Die 
Charakterisierung der Klasse B PI3K im Mausmodell belegen die zentrale 
Bedeutung des Signalproteins in Zellen des Immunsystems (Hirsch et al., 2000, 
Wymann et al., 2003).  
Die bedeutende Funktion von PI3K in der Pathogenese inflammatorischer 
Erkrankungen und die dominante Expression in Zellen des Immun- und 
Nervensystems bestätigen diese Annahme (König et al., 2010, Spitzenberg et al., 
2010, Madishetti et al., 2014). 
Die vorliegende Arbeit stellt PI3K als Mediator inflammatorischer Reaktionen 
von Mikrogliazellen im ZNS vor. Die Aktivierung von PI3K in Mikrogliazellen führt zur 
Induktion von Phagozytose, Migration, ROS-Produktion und Proliferation (Schmidt et 
al., 2013)(Schmidt et al., 2015b manuscript in process; Schneble et al, 2015). 
Zur Charakterisierung PI3K-gesteuerter Mikrogliafunktionen in vitro und in 
vivo wurden PI3K knockout und knockin Mausmodelle analysiert. Während  
PI3K knockout Mäuse das PI3K-Protein nicht produzieren, exprimiert die PI3K 
knockin Mutante eine Lipidkinase-inaktive Form des Proteins. Damit sind die 
PtdIns(3,4,5)P3-Produktion und der PKB/Akt Signalwege blockiert (Vanhaesebroeck 
et al., 2004). 
In der vorliegenden Dissertation wurden veröffentlichte Ergebnisse zu 
Lipidkinase-abhängigen und -unabhängigen Funktionen von PI3K in Mikrogliazellen 
zusammengefasst. Durch Charakterisierung des Signalproteins in Mausmodellen der 
septischen Enzephalopathie und des Schlaganfalls, wurde die pathologische 
Relevanz dieser regulatorischen Funktionen untersucht.  
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4.1.1 PI3K - abhängige Regulation der Phagozytose 
Die Phagozytosefähigkeit von Mikrogliazellen gilt als wesentlicher Mechanismus 
inflammatorischer Reaktionen und nimmt eine wichtige Rolle innerhalb der 
physiologischen und pathophysiologischen Funktionen ein (Kettenmann et al., 2011, 
Neher et al., 2012). Während die Aktivierung der Phagozytose durch extrazelluläre 
Agonisten und Rezeptoren gut untersucht ist, ist die Rolle intrazellulärer Mediatoren 
weitgehend unbekannt. 
Unsere Daten beschreiben das Signalprotein PI3K als wichtigen Mediator der 
Steuerung der Phagozytose in Mikrogliazellen. Unsere Untersuchungen zeigten, 
dass PI3K-defiziente Mikroglia weniger E.coli oder Zymosan-Partikel absorbierten, 
also eine deutliche Verminderung der Phagozytoserate aufwiesen (Schmidt et al., 
2013). Die pharmakologische Analyse mit Inhibitioren aller PI3K-Isoformen zeigte, 
dass PI3K als Kontrollelement der Phagozytose in Mikrogliazellen fungiert. 
In Monozyten und Makrophagen wurde die Beteiligung des  
PI3K-Signalweges zur Steuerung der Phagozytose bereits von Lee et al. und Tamura 
et al. nachgewiesen (Lee et al., 2007, Tamura et al., 2009). 
Tamura et al. identifizierten mittels siRNA Analysen PI3K als Mediator zur 
Induktion der Phagozytose. Sie zeigten, dass Makrophagen vorwiegend über die 
PI3K-Lipidkinase-Aktivität PtdIns(3,4,5)P3 generieren. In Makrophagen und 
Monozyten führt die Deletion der PI3K zu reduzierter PtdIns(3,4,5)P3-Produktion 
und zur Hemmung der Phagozytosefähigkeit. PtdIns(3,4,5)P3 trägt hier zur Formung 
der Phagosomenstruktur bei (Araki et al., 1996, Swanson, 2008). Neben der 
Beteiligung von PI3K, zeigten Leverrier et al., dass auch PI3K eine übergeordnete 
Funktion während Fc- rezeptor-gesteuerter Phagozytose einnimmt. Wohingegen die 
Deletion von PI3K und PI3K keinen Einfluss auf die Phagozytoseaktivität in 
Makrophagen hatte (Leverrier et al., 2003). Die Behandlung mit PI3K-Inhibitoren 
(LY294002 und Wortmannin) hemmte die Formung der Phagosomenstruktur und die 
Absorption apopotischer Zellen (Araki et al., 1996). 
Kontrovers zu den Ergebnissen von Tamura et al. und Lee et al. weisen 
unsere Daten darauf hin, dass zur Steuerung der Phagozytose in Mikrogliazellen die 
PI3K-Lipidkinaseabhängige Bildung von PtdIns (3,4,5)P3 nicht essentiell ist. Die 
Modellierung der Phagosomenstruktur scheint also nicht über PtdIns(3,4,5)P3 
Akkumulation induziert zu werden (Araki et al., 1996). Es zeigte sich, dass PI3K 
einen stimulatorischen Effekt auf die PDE3B-Aktivität ausübt und über Regulation 
des cAMP-Niveaus die Phagozytose mikroglialer Zellen steuert. Unsere Daten 
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beschreiben PI3K als Mediator im cAMP-Signalweg des angeborenen 
Immunsystems und bestätigen einen inhibitorischen Effekt zu hoher cAMP-
Konzentrationen auf die Phagozytose von Mikrogliazellen (Abb. 7). 
Die Behandlung mikroglialer Zellen mit PI3K-Inhibitoren AS605240 und 
Wortmannin führte neben der Hemmung der Phagozytose zu einem Anstieg des 
cAMP-Niveaus. Es deutete sich an, dass die PI3K Lipidkinase-Aktivität indirekt in die 
Regulation des cAMP-Spiegels involviert ist. Ein ähnlicher stimulatorischer Effekt von 
PI3K auf die PDE3B-Aktiviät wurde bereits in Adipozyten über eine PKB/Akt-
abhängige Phosphorylierung von PDE3B beschrieben (Baragli et al., 2011, 
Degerman et al., 2011). Korrelierend mit diesen Daten scheint die Inhibition von 
PI3K in Mikrogliazellen zur Suppression der PDE3B-Aktivität zu führen. Als 
Konsequenz führt der Anstieg des cAMP-Spiegels zur Hemmung der Phagozytose 
(Abb. 7). 
Als eine der Aufgaben aktivierter Mikrogliazellen dient die Phagozytose zur 
Elimination von Pathogenen, apoptotischen Neuronen und potenziell 
inflammatorischen Komponenten (Neumann et al., 2009). Sie nehmen dabei eine 
protektive Rolle ein und induzieren die Regeneration geschädigten Gewebes 
(Hanisch and Kettenmann, 2007). Eine insuffiziente Phagozytose führt dagegen zu 
inadäquaten regenerativen Prozessen. Der Nachweis von PI3K als Mediator 
phagozytotischer Reaktionen in Mikrogliazellen könnte in diesem Zusammenhang 
von medizinischer Relevanz sein. Erkrankungen, die zur Elimination von vitalen 
Neuronen durch Mikrogliazellen führen, könnten mittels pharmakologischer Inhibition 







Abbildung 7 - PI3K-Lipidkinase-unabhängige Regulation der Phagozytose in Mikrogliazellen 
Die Bindung eines Liganden an den Gi-gekoppelten Rezeptoren, welcher in der Membran mikroglialer 
Zellen verankert ist, führt zur Aktivierung von PI3K. Die nachgeschaltete Interaktion von PI3K mit 
PDE3B und die Aktivierung dieser, induziert die Hydrolyse von intrazellulärem cAMP. Infolgedessen 
wird die Aktivität der PKA reduziert und phagozytotische Vorgänge, wie in Wildtyp und PI3K knockin 
Mikroglia gezeigt, können ablaufen. 
Mikrogliazellen mit fehlendem PI3K-Protein zeigen hingegen eine stark verminderte 
Phagozytoserate. Die Stimulation des Gs-gekoppelten Rezeptors induziert eine Erhöhung des cAMP-
Niveaus, was in reduzierter phagozytotischer Aktivität resultiert. Der knockout von PI3K führt zu 
deutlich verminderter Aktivität von PDE3B, so dass erhöhte cAMP-Konzentrationen einen 
inhibitorischen Effekt auf immunologische Mikrogliafunktionen ausüben. 
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4.1.2 PI3K als Mediator der ROS-Produktion 
Neuroinflammatorische und neurodegenerative Zustände im ZNS führen zur 
Aktivierung immunologischer Funktionen von Mikrogliazellen, die mit der Sekretion 
inflammatorischer Zytokine und ROS einhergehen. Verbunden mit dem 
Aktivierungsprozess wird während der Phagozytose die Bildung von ROS durch 
NADPH-oxidasen (Nox) im Phagosom induziert (Sun et al., 2008, Brown and Neher, 
2010). Die Nox-abhängige ROS-Produktion wurde auch in Neutrophilen und 
Makrophagen nachgewiesen (Block et al., 2007, Lehmann et al., 2009, Brown and 
Neher, 2010). 
PAMPs (LPA, LPS,) und DAMPs (ATP, UDP) imitieren inflammatorische 
Reaktionen (Abb. 3), aktivieren phagozytotische Vorgänge und die damit verbundene 
Generierung von ROS in Mikrogliazellen in vivo und in vitro (Brown, 2007, Koizumi et 
al., 2007, Sun et al., 2008). 
Eigene, bisher nicht veröffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass 
die Generierung von ROS nach LPS/ATP-Stimulation dosisabhängig in 
Mikrogliazellen induziert wird. Vorbehandlung mit pharmakologischen Inhibitoren der 
Klasse  PI3K führten nur nach PI3K-Inhibition, mittels AS605240, zur deutlichen 
Reduktion der ROS-Produktion. Die Hemmung von PI3K, und  zeigte keinen 
blockierenden Effekt. Die durch AS605240 hervorgerufene Verminderung der ROS-
Produktion deutete an, dass PI3K als Mediator dieser Funktion fungiert. Bestätigt 
wurden unsere Daten durch Verwendung von shRNA-transfizierten Mikrogliazelllinien 
in denen die PI3K-Isoform ,, oder  supprimiert waren. PI3K,, knockdown 
Zellen reagierten auf Stimulation mit LPS oder ATP mit deutlich gesteigerter ROS-
Produktion, während PI3K knockdown Zellen keine Anstieg von ROS induzierten. 
(Schmidt et al., 2015b, manuscript in process). Vergleichende Analysen in primären 
Mikrogliazellen aus Wildtyp, PI3K knockout und PI3K knockin Mäusen konnten 
diese Daten bestätigen: PI3K knockout und knockin wiesen hierbei ein 
supprimiertes ROS-Niveau auf. Dieser identische Phänotyp deutete an, dass PI3K 
Lipidkinase-abhängig die ROS-Produktion in Mikrogliazellen reguliert.  
Die dosisabhängige Erhöhung des ROS-Niveaus, nach LPS- oder ATP-
Behandlung im Wildtyp, deutet auf hormetische Reaktionsmuster zur ROS-
Generation hin (Schmidt et al., 2014). Im Vergleich zeigten PI3K knockout und 
knockin Mikroglia keine dosisabhängige Induktion von ROS. Bereits 2009 publizierte 
Daten unserer Arbeitsgruppe identifizierten PI3K als Mediator der ROS-Produktion 
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in Immunzellen. Lehmann et al. beschrieben PI3K als intrazellulären Regulator zur 
ROS-Bildung und des oxidative burst in Neutrophilen. Dieser Prozess wird offenbar 
über die Proteinkinase-Aktivität des Signalproteins gesteuert (Lehmann et al., 2009). 
Kontrovers zu vorliegenden Studien zur Lipidkinase-unabhängigen Steuerung der 
Phagozytose in Mikrogliazellen, scheint die Induktion der ROS-Produktion direkt über 
die Kinaseaktivität des Signalproteins kontrolliert zu werden (Schmidt et al., 2013). 
Durch Modulation des ROS-Niveaus könnten neurodegenerative Prozesse 
unterbunden werden (Brown and Neher, 2010, Neher et al., 2011). Inhibition von 
PI3K mit AS605240 und die Behandlung mit Antioxidanzien könnte als 
therapeutischer Ansatz genutzt werden. 
4.1.3 PI3K und ROS als Mediatoren der Proliferation 
Immunologische Funktionen von Mikrogliazellen werden u. a. über ROS kontrolliert. 
ROS fungieren hierbei als Botenstoff und steuern Proliferation und Phagozytose über 
die Modulation verschiedener Signalwege (Mander et al., 2006, Sun et al., 2008). 
Hohe Konzentrationen ROS, die durch neuroinflammatorische Prozesse freigesetzt 
werden, wirken als zytotoxische Moleküle zur Abwehr und Elimination von 
Pathogenen (Block et al., 2007, Brown, 2007). Abhängig vom Aktivierungsstatus 
nehmen ROS in Mikrogliazellen eine duale Rolle ein (Block et al., 2007). Während im 
M1-Phänotyp sehr hohe Konzentrationen Superoxid gebildet werden und 
neurotoxische, degenerative Prozesse ausgelöst werden können, zeigt der  
M2-Phänotyp, dass niedrige Konzentrationen von ROS als second messenger 
fungieren (Davies, 1999). 
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe und anderer zeigten, dass 
Mikrogliazellen abhängig von ihrer Aktivierung einen deutlichen Anstieg ihrer 
Proliferationsrate aufwiesen (Kaneko et al., 2009)(Schmidt et al., 2015b, manuscript 
in process). Kaneko et al. analysierten unterschiedliche LPS-Konzentrationen auf die 
Proliferations- und Überlebensrate primärer Mikrogliazellen. Korrelierend mit unseren 
bisher unveröffentlichten Daten zeigten sie, dass LPS-aktivierte Mikroglia eine 
erhöhte Vitalität in vitro aufwiesen (Kaneko et al., 2009, Kaneko et al., 2012). Andere 
Arbeitsgruppen bestätigten zudem, dass Vitalität und Proliferation verschiedener 
Zellen und Gewebe durch ROS (spezielle Wasserstoffperoxid) reguliert werden (Abid 
et al., 2000, Heinloth et al., 2000, Mander et al., 2006). Dabei resultieren niedrige 
(hormetische) Konzentrationen von LPS/ATP in erhöhter Proliferationsrate (Schmidt 
et al., 2015b, in process). Im Wildtyp zeigte sich, korrelierend zum ROS-Niveau, ein 
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Anstieg der Proliferationsrate, während im PI3K knockout und PI3K knockin nur 
eine basale Proliferation dokumentiert werden konnte (Schmidt et al, 2015b, 
unpublished). Durch Behandlung der Zellen mit Antioxidanzien (NAC) konnten wir 
zeigen, dass eine Verminderung von ROS zur Hemmung der Proliferation führt. 
Stimulationsexperimente mit LPS und ATP nach Vorinkubation mit NAC, zeigten eine 
deutliche Reduktion der Proliferationsfähigkeit in Wildtyp Mikroglia, während ein 
Effekt auf PI3K knockout und PI3K knockin Mikroglia nicht nachgewiesen werden 
konnte (Schmidt et al, 2015b, unpublished). Anhand pharmakologischer Inhibition 
aller Klasse  PI3K nach LPS/ATP Stimulation, konnten wir bestätigen, dass PI3K 
die Proliferation mikroglialer Zellen reguliert. Inflammatorische, neurodegenerative 
Erkrankungen, wie Alzheimer und Parkinson, können durch oxidativen Stress 
ausgelöst werden. Die Neutralisation von ROS könnte hierbei als therapeutisches 
Ziel angesehen werden (Block et al., 2007, Brown and Neher, 2010). Ein neuer 
Ansatz wäre, mittels PI3K-Inhibition eine Verminderung des ROS-Niveaus zu 
erreichen, so dass nur geringe Konzentrationen im ZNS vorliegen (Sun et al., 2008). 
Diese geringen Konzentrationen ROS fungieren als second messenger für protektive 
Mikrogliafunktionen und aktivieren PI3K. Eine Hemmung von oxidativem Stress 
durch PI3K-Inhibition in Mikrogliazellen könnte zur Reduktion inflammatorischer 
ZNS-Schädigung genutzt werden. 
Vergleichende Daten zu ROS und Proliferation in Wildtyp, PI3K knockout und 
PI3K knockin Mikroglia wurden bisher nicht veröffentlicht. Das Manuskript befindet 
sich in Bearbeitung und wird voraussichtlich im Dezember 2015 publiziert. 
4.1.4 Hormetische Effekte 
Aktivierte Mikroglia werden als wichtigster Zelltyp der angeborenen Immunantwort im 
ZNS beschrieben (Town et al., 2005). Ihre differentiellen Aktivierungsstadien (M1 und 
M2) sind eng mit verschiedenen Funktionen innerhalb der Immunsystems verknüpft. 
Eine wiederholende Aktivierung von Mikroglia durch Pathogene, zellulären Stress, 
Trauma und Substanzen apoptotischer Neuronen, führt zu Toleranz oder dauerhafter 
Aktivierung der Immunzellen (Medzhitov et al., 2012). 
In Zusammenhang mit protektiven und degenerativen Eigenschaften 
mikroglialer Zellen konnten wir nicht-lineare (hormetische) Effekte steigender LPS-
Dosen auf Proliferation, ROS-Produktion und Phagozytose nachweisen (Schmidt et 
al., 2014). Daten unserer Arbeitsgruppe zeigten auch, dass niedrige Konzentrationen 
LPS und ATP zur Produktion reaktiver Sauerstoffspezies führen (Schmidt et al., 
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2014). ROS übt in diesem Dosisbereich einen positiven Effekt auf Überleben und 
Vitalität der Mikrogliazellen aus. (Block et al., 2007). 
Experimentelle Studien an Makrophagen zeigten bereits, dass 
Prekonditionierung mit niedrigen LPS-Dosen, die Sekretion von TNF- und IL1, als 
pro-inflammatorische Zytokine, supprimiert. Eine erneute Stimulation der Zellen mit 
LPS induziert die Freisetzung anti-inflammatorischer Zytokine (Medzhitov et al., 
2012). Während neurodegenerativer Erkrankungen könnte die Entstehung einer 
solchen Toleranzreaktion hyperinflammatorische Reaktionen von Mikrogliazellen 
unterdrücken und die Ausbreitung neuronaler Defekte verhindern. Kaneko et al. 
beschrieben in diesem Zusammenhang, dass niedrige Konzentrationen von LPS 
Apoptose-Vorgänge blockieren und eine Erhöhung der Proliferation in vitro 
induzieren (Kaneko et al., 2009, Kaneko et al., 2012). 
In unseren Versuchen zeigte die Behandlung von Wildtyp Mikrogliazellen, mit 
verschiedenen LPS-Konzentrationen, die höchste Phagozytose-Rate bei  
100 ng/ml LPS, wohingegen höhere Dosen keinen stimulatorischen Effekt 
induzierten (Schmidt et al., 2014). Solche hormetischen Effekte verschiedener 
Stimulanzien konnten jedoch nur in Wildtyp Mikrogliazellen nachgewiesen werden. 
PI3K-defiziente Zellen zeigten nur geringe dosisabhängige Effekte. Die Fähigkeit zu 
phagozytieren und dabei vitale Neuronen, von bereits Apoptotischen zu 
unterscheiden steht hierbei in engem Zusammenhang. Abhängig von der Intensität 
der Schädigung, zeigte sich das Mikrogliafunktionen unterschiedlich reguliert werden. 
Korrelierend mit unseren Daten zur dosisabhängigen Stimulation von Proliferation 
und ROS-Produktion durch LPS/ATP, zeigten auch Koizumi et al. ähnliche 
konzentrationsabhängige Prozesse zur Induktion der Phagozytose nach UDP-
Behandlung (Koizumi et al., 2007). 
Die Umschaltung zwischen pro- und anti-inflammatorischen Reaktionen kann 
als hormetische, dosisabhängige Immunantwort beschrieben werden. Innerhalb 
dieser Prozesse könnte PI3K eine entscheidende Rolle als "Schalter" zwischen 
neurotoxischen und neuroprotektiven Funktionen einnehmen (Abb. 8). PI3K-
defiziente Mikroglia weisen eine deutlich reduzierte Reaktionsfähigkeit auf, was auf 










Abbildung 8 - Schematische Darstellung möglicher hormetischer Effekte von PI3K 
Dosisabhängige Effekte von PAMPs und DAMPs auf Mikrogliazellen induzieren verschiedene 
Funktionen. Niedrige Konzentrationen (grün) von ROS in Abhängigkeit von der Stress Dosis führen zu 
gesteigerter Vitalität, Proliferation und Phagozytose. Sie und charakterisieren den M2-Phänotyp. 
Wohingegen zu hohe Stress Dosen (rot) den M1-Phänotyp induzieren, welcher mit erhöhter ROS 
Produktion und reduzierter Vitalität einhergeht. Das Signalprotein PI3K könnte als möglicher Schalter 
zwischen M1- und M2-Mikroglia fungieren 
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4.2 Mikroglia und die Bedeutung der PI3K in der Pathogenese 
neurodegenerativer Erkrankungen 
4.2.1 Sepsis-induzierte Störungen der Blut-Hirn-Schranke (BBB) 
Dysfunktion der BBB nach inflammatorischer Schädigung, führt zu systemischen 
Defekten innerhalb des ZNS und zur Pathogenese der Septischen Enzephalopathie 
(SAE) (Michels et al., 2014). Mikrogliazellen gelten neben Endothelzellen als 
wichtigster Zelltyp zur Regulation der BBB-Eigenschaften während 
Embryonalentwicklung und Pathogenese neurologischer Defekte (Michels et al., 
2014). Nach Aktivierung sind sie befähigt in inflammatorische Regionen zu migrieren 
und den Verlauf degenerativer Prozesse positiv oder negativ zu beeinflussen. 
Proteolytische Enzyme, wie Matrix Metalloproteasen (MMP) induzieren dabei Um- 
und Abbauvorgänge der Extrazellären Matrix (EZM) und ermöglichen Mikrogliazellen 
sich in geschädigte Gewebe zu bewegen. Verschiedene Studien zeigten, dass die 
Aktivierung der Mikroglia mittels LPS zur Induktion der MMP-Expression führt. LPS 
als PAMP, aktiviert TLR4-abhängig Mikrogliazellen, welche wichtige immunologische 
Reaktionen im Gehirn steuern. Jedoch scheint der Aktivierungsprozess eng mit  
BBB-Dysfunktion verknüpft zu sein (Sumi et al., 2010, Frister et al., 2014). MMP2 
und MMP9 gelten als hauptsächlich durch Mikroglia-sekretierte MMP, welche zur 
Öffnung der BBB und Induktion inflammatorischer Prozesse führen können (Webster 
and Crowe, 2006, Könnecke and Bechmann, 2013). 
Unsere Studien zeigten, dass die intraperitoneale Injektion von LPS zu 
deutlich erhöhter Permeabilität der BBB im PI3K knockout Modell führt. Im 
Gegensatz dazu zeigten sich im Wildtyp und PI3K knockin Modell nur geringe 
Schädigungen der BBB (Frister et al., 2014). LPS, als bakterielles Endotoxin, 
induziert die Aktivierung von MMP9 in Mikrogliazellen (Woo et al., 2008). 
Proteinbiochemische Analysen zeigten in Korrelation zur MMP9-Expression, einen 
Anstieg der PI3K-Expression in Mikroglia (Frister et al., 2014). Diese Daten deuten 
auf eine PI3K Lipidkinase-abhängige Regulation der MMP9 hin und würden speziell 
für PI3K knockout die Störung der BBB und erhöhte inflammatorische Reaktionen 
erklären. Der knockout des Proteins führt zur Fehlregulation der MMP9, welche in 
erhöhter Aktivität und damit verbundener Degradation der BBB resultiert. Im Wildtyp- 
und knockin-Modell hingegen wurde deutlich, dass MMP9 eine basale, nicht-
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degradierende Aktivität aufweist. Diese Daten ließen die Annahme zu, dass PI3K 
(Lipidkinase-unabhängig) über cAMP die MMP9 Expression negativ reguliert (Frister 
et al., 2014). 
Unsere bisherigen Daten zeigen, dass eine Aktivierung von Mikrogliazellen mit 
der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, erhöhter Proliferation und Phagozytose 
einhergeht, welche über PI3K/Akt gesteuert werden (Schmidt et al., 2013) (Schmidt 
et al., 2015b). Verbunden damit scheint auch die BBB Integrität moduliert zu werden. 
Vor allem während neurodegenerativer Erkrankungen führen zu hohe ROS-
Konzentrationen zur Schädigung der BBB (Schreibelt et al., 2007, Sumi et al., 2010). 
Neben erhöhter ROS Produktion induzieren inflammatorische Ereignisse im ZNS, 
ausgelöst durch Pathogene, die Sekretion von MMPs und eine damit verbundende 
Degradation der BBB (Rosenberg, 2002). Die Regulation der MMP9 erfolgt in 
Makrophagen und BV2-Zellen Akt- und cAMP-abhängig (Lee et al., 2012). Auch in 
Cardiomyozyten bestätigte sich, dass die MMP-Sekretion über PI3K und cAMP 
gesteuert wird (Guo et al., 2010). 
Eine Akt-abhängige Reaktion, wie Lee et al. publizierten, konnte in primären 
Mikroglia anhand des PI3K knockin Modells nicht gezeigt werden. Messungen zum 
cAMP Spiegel bestätigten die Annahme, dass PI3K knockout Mikroglia ein deutlich 
höheres cAMP-Niveau aufwiesen. Korrelierend mit vorliegenden Daten zur 
Phagozytose, konnte auch im Modell der SAE die Interaktion der PI3K mit PDE3B 
gezeigt werden. Durch PI3K-abhängige Aktivierung der PDE3B, wird die Hydrolyse 
von cAMP in Wildtyp und PI3K knockin Mikroglia induziert. Die daraus resultierende 
basale MMP9-Aktivität reduziert die erhöhte BBB Permeabilität und blockiert damit 
u.a. die Invasion pathogener Mikroorganismen. 
Die Inhibition der MMPs könnte im Falle von cerebraler Ischämie, viraler oder 
bakterieller Infektion zur Therapie beitragen und Störungen der BBB reduzieren 
(Rosenberg, 2002). 
4.2.2 Schlaganfall und Ischämie 
Cerebrale Ischämie und Schlaganfall induzieren eine Kaskade zellulärer und 
molekularer Mechanismen, welche zu inflammatorischen Prozessen und Schädigung 
von Geweben innerhalb des Gehirns führen. Eine wesentliche Rolle nehmen dabei 
Mikrogliazellen ein. Ihre schnelle Aktivierung, die Produktion von ROS, 
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, als auch die Infiltration von 
Neutrophilen und T-Zellen in geschädigte Regionen, charakterisieren diese 
neurodegenerativen Prozesse (Jin et al., 2010, Jin et al., 2011). 
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Im MCAO-Modell, welches einen Schlaganfall imitiert, untersuchten wir anhand 
genotypisch-veränderter Mausmodelle den Effekt von PI3K. In vitro Analysen 
erfolgten an primären Mikrogliazellen, die unter Glucose-Sauerstoff-Entzug (OGD) 
dem in vivo Modell angepasst wurden. 
Wir konnten zeigen, dass Gehirne von PI3K knockout Mäusen nach MCAO 
ein deutlich größeres Infarktvolumen, als Wildtyp und PI3K knockin aufwiesen. Eine 
Erklärung für die Expansion des Schlaganfalls stellte die verminderte 
Phagozytosefähigkeit der PI3K knockout Zellen dar (Schmidt et al., 2013). In vitro 
Experimente nach Sauerstoff-Glucose-Entzug bestätigten, dass PI3K knockout 
Mikroglia deutlich weniger E. coli-Partikel phagozytieren, als Wildtyp und  
PI3K knockin. Phagozytotische Prozesse von Mikrogliazellen werden PI3K 
Lipidkinase-unabhängig über die Regulation des cAMP-Spiegels kontrolliert (Schmidt 
et al., 2013). Ähnliche Effekte zeigten sich im MCAO-Modell. Messungen zum  
cAMP-Niveau nach OGD bestätigten diese Annahme. Korrelierend zur 
Phagozytoseaktivität in vitro nach LPS-Stimulation und im SAE-Modell wiesen  
PI3K knockout Mikroglia hohe Konzentrationen des second messengers auf. Im 
Wildtyp und PI3K knockin hingegen, zeigte sich ein geringes cAMP-Niveau nach 
OGD (Schmidt et al. 2015a). Da beide Genotypen keine Unterschiede im 
Infarktvolumen zeigten, konnten wir bestätigen, dass es sich um den Lipidkinase-
unabhängigen Mechanismus des Signalproteins handeln muss. Unsere Daten 
belegen, dass PI3K die Phagozytose und MMP9-Aktivität mikroglialer Zellen im 
MCAO-Modell über den cAMP-Spiegel reguliert. Infolgedessen wird die Ausbreitung 
des Infarkts inhibiert (Schmidt et al., 2015a)(Abb. 9.). 
Fukunaga et al. beschrieben bereits einen neuroprotektiven Effekt im 
ischämischen Gehirn nach Akt-Aktivierung und identifizierten Akt als potenzielles Ziel 
therapeutischer Ansätze in hippocampalen Neuronen (Fukunaga and Kawano, 
2003). Verbunden mit unseren Daten deutet sich an, das sowohl Lipidkinase-
abhängige Mechanismen über die Generierung von PtdIns(3,4,5)P3 und Akt-
Phosphorylierung, als auch Lipidkinase-unabhängige Prozesse involviert sein 
könnten (Abb. 9). Hippocampale Neuronen, welche nach Ischämie in nekrotisch-
apoptotische Zustände übergehen, scheinen protektive und anti-apoptotische 
Eigenschaften mittels Akt-Phosphorylierung, also Lipidkinase-abhängig zu initiieren 
(Fukunaga and Kawano, 2003). Die mögliche Verknüpfung des klassischen und 
alternativen PI3K-Signalweges nach akuter Ischämie ist in Abbildung 9 aufgeführt. 
Bereits 2010 wurde die Beteiligung von PI3K in der Ausbreitung des Infarkts 
nach MCAO näher untersucht. Studien von Jin et al. zeigten, dass das 
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Infarktvolumen in PI3K-defizienten Mäusen kontrovers zu unseren Daten deutlich 
geringer ist (Jin et al., 2010). Sie zeigten, dass Mikrogliazellen normaler und 
ischämischer Gehirne PI3K unterschiedlich exprimieren. Es deutete sich an, dass 
möglicherweise PI3K den Aktivierungsstatus innerhalb des Schlaganfall-Modells 
reguliert. Eine Hyperaktivierung mikroglialer Zellen gilt dabei als Hauptursache zur 
Störung der BBB-Integrität und nimmt eine übergeordnete Rolle während der 
Pathogenese des Schlaganfalls ein (Stoll and Jander, 1999, Jin et al., 2011). 
Inhibition der Mikrogliaaktivierung könnte BBB-Störungen reduzieren und damit eine 
schützende Funktion nach Ischämie und Schlaganfall ausüben (Kawabori and 
Yenari, 2014). 
Jin et al. beschreiben die Inhibition von PI3K in Mikrogliazellen als möglichen 
Therapieansatz nach Schlaganfall. Dabei soll eine Hyperaktivierung der Mikroglia 
mittels PI3K-Inhibition in vivo vermieden werden, um die Sekretion 
inflammatorischer, gewebeschädigender Zytokine (TNF-) zu blockieren (Jin et al., 
2010). 
Kontrovers zu den Resultaten von Jin et al., zeigt PI3K in unserem Modell 
eine protektive Funktion und führt nicht zur Hyperaktivierung der Mikroglia (Schmidt 
et al., 2015a). Wie bereits beschrieben, kontrollieren aktivierte Mikrogliazellen die 
Homeostase der BBB während septischer Enzephalopathie PI3K-abhängig und 
regulieren über das cAMP-Niveau die MMP-Aktivität (Frister et al., 2014). In 
Verbindung mit diesen Ergebnissen zeigte sich erneut, dass PI3K Lipidkinase-
unabhängig über ihre Gerüstfunktion Mikroglia-Prozesse steuert und als 





Abbildung 9 - Inflammatorischer Signalweg nach akuter Hirnschädigung durch Sauerstoff-
Glucose-Entzug  
Akute Schädigung des ZNS durch Ischämie (Sauerstoff-Glucose-Entzug) induziert die Aktivierung 
mikroglialer Zellen vom M2-Stadium zum M1- (aktivierten, inflammatorischen) Stadium. Dies führt zur 
Sekretion inflammatorischer Mediatoren (Zykokine, ROS und ATP), resultiert in BBB-Schädigung und 
dem Absterben neuronaler Strukturen. Durch geschädigte Neuronen sekretiertes ATP fungiert als 
Ligand, aktiviert den Gi-gekoppelten Rezeptor und nachgeschaltet PI3K. Die Lipidkinase-abhängige 
Funktion des Signalproteins führt zur Bildung von PtdIns(3,4,5)P3, welches Akt aktiviert und anti-
Apoptose-Vorgänge und neuroprotektive Mechanismen initiiert (Fukunaga et al., 2003). Parallel zur 
Lipidkinase-abhängigen Funktion spielt auch die Gerüstfunktion (scaffold function) von PI3K eine 
übergeordnete Rolle. Die Aktivierung des GiPCR induziert die Interaktion von PI3K mit PDE3B und 
der damit verbundenen Degradation von cAMP. Die Reduktion des cAMP-Spiegels hat zur Folge, 
dass phagozytotische Vorgänge innerhalb der Infarktregion ablaufen können und die Aktivität BBB-
schädigender MMP deutlich inhibiert wird. PI3K kontrolliert Lipidkinase-abhängig und -unabhängig 
inflammatorische Funktionen mikroglialer Zellen nach akuter Ischämie. 
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5 Zusammenfassung und Ausblick 
In dieser Dissertation wurde gezeigt, dass PI3K Lipidkinase-abhängig und  
-unabhängig Mikrogliafunktionen steuert. PAMPs und DAMPs führen dabei zur 
Erhöhung der Expression von PI3K und zur Induktion immunologischer Funktionen: 
Die Phagozytose primärer Mikrogliazellen wird unabhängig der Kinaseaktivität 
von PI3K über den cAMP-Spiegel reguliert. Das Signalprotein übt dabei über 
Interaktion mit PDE3B eine Gerüstfunktion aus, induziert die Hydrolyse von cAMP 
und steigert so die Phagozytoseaktivität (Schmidt et al., 2013). 
Extrazelluläre Stimulation von Mikrogliazellen mit PAMPs (LPS) und DAMPs 
(ATP) induziert die Produktion von ROS in Wildtyp Mikroglia. Abhängig von der 
PI3K Lipidkinaseaktivität wird die ROS–Bildung hormetisch gesteuert. ROS fungiert 
als Botenstoff zur Regulation der Proliferation. Hormetische Konzentrationen von 
ROS führen zur Erhöhung der Vitalität und Proliferationsrate in Wildtyp Mikroglia. 
Vergleichende Studien mit PI3K knockout und PI3K knockin Mikroglia zeigten einen 
identischen Phänotyp und identifizierten PI3K-Lipidkinase-abhängige Prozesse und 
ROS als Mediator der Proliferation (Schmidt et al., 2014)(Schmidt et al., 2015b, 
manuscript in process). 
Im Krankheitsmodell der septischen Enzephalopathy zeigten wir die PI3K 
Lipidkinase-unabhängige Regulation der MMP9-Aktivität. PI3K führt über Modulation 
des cAMP-Niveaus zur Reduktion von MMP9 und damit zu verbesserter  
BBB-Integrität. Nach Schlaganfall oder Trauma zeigte sich, dass die Inhibition des 
Signalproteins zu einer starken Ausbreitung des Infarkts führt. In diesem Modell 
konnten wir für das Signalprotein in Zellen des ZNS eine protektive Wirkung 
nachweisen (Frister et al., 2014)(Schmidt et al., 2015a). 
Die Identifizierung von PI3K als Mediator essentieller Mikrogliafunktionen, 
lässt vermuten, dass das Signalprotein als "Schalter" fungieren kann. Möglicherweise 
könnten protektive und degenerative Eigenschaften der Mikroglia mittels  
PI3K-Aktivierung kontrolliert werden. Dosisabhängige Behandlung mit 
pharmakologischen Agenzien würde innerhalb neurodegenerativer Defekte anti- oder 
proinflammatorische Eigenschaften der Mikroglia induzieren. In weiterführenden 
Experimenten an Mikrogliazellen aus Wildtyp, PI3K knockout und PI3K knockin 
könnten die differenziellen Aktivierungsstadien untersucht werden. Die 
Unterscheidung zwischen basal-aktivierten, protektiven und degenerativen Mikroglia 
ist von großer klinischer Bedeutung. 
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Abbildung 10 - PI3K steuert Lipidkinase-abhängig und -unabhängig Mikrogliafunktionen 
Die Schädigung des ZNS durch Inflammation (PAMPs) oder Trauma (DAMPs) induziert die 
Aktivierung von Mikrogliazellen. PAMPs und DAMPs induzieren eine Erhöhung der PI3K-Expression. 
Diese verstärkte Lipidkinaseaktivität von PI3K, die Bildung von PtdIns(3,4,5)P3 und Akt-
Phosphorylierung führen zur Erhöhung von ROS. ROS fungiert in hormetischen Dosen als Mediator 
der Proliferation. Zudem initiieren PAMPs die Aktivierung des Gi-gekoppelten Rezeptors und damit die 
Interaktion von PI3K mit PDE3B. Infolgedessen wird cAMP degradiert. Abhängig vom cAMP-Niveau 
wird die Phagozytose nach Inflammation oder Ischämie induziert und PKA blockiert. Weiterhin 
kontrolliert die Lipidkinase-unabhängige Funktion von PI3K die Sekretion von Matrixmetalloproteasen 
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